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Elektronentransferreaktionen von und zwischen Proteinen sind ein Bestandteil der 
Atmungskette, Photosynthese oder Stickstofffixierung und damit Fundamentalreaktionen des 
Lebens, wie wir es kennen. Dabei sind die meisten dieser Elektronentransfers exergonisch, in 
welchem die Reduktionskraft abnimmt und dementsprechend das Redox-Potential zunimmt. 
Es gibt jedoch auch Proteine, die in der Lage sind ein Elektron uphill zu transferieren. Ein uphill 
Elektronentransfer ist endergonisch, wobei das Elektron auf ein Reaktionspartner mit 
niedrigerem Redox-Potential transferiert wird. Um die Energiebarriere dieser thermodyna-
misch ungünstigen Reaktion zu überwinden, muss sie mit einer thermodynamisch günstigeren 
Reaktion gekoppelt werden. Eine Möglichkeit ist die Kopplung an die Hydrolyse von ATP. 
Diese Strategie wird zum Beispiel bei der Stickstofffixierung oder der Aktivierung von Proteinen 
genutzt. So kann das Corrinoid Iron (Fe) Sulfur Protein (CoFeSP) des Organismus 
Carboxydothermus hydrogenoformans durch den Reductive Activator of CoFeSP (RACo) und 
einem ATP-gekoppelten uphill Elektronentransfer aktiviert oder reaktiviert werden. Dabei wird 
das Kobalt-Ion des Cobalamins von CoFeSP reduziert und das Protein wird von seinem 
inaktiven Zustand Kobalt(II)-CoFeSP in seinen aktiven Zustand Kobalt(I)-CoFeSP überführt. 
In der vorliegenden Arbeit wurde der ATP-gekoppelte uphill Elektronentransfer von redu-
ziertem RACo (RACored) auf Kobalt(II)-CoFeSP untersucht. Dazu wurden zunächst die 
Bedingungen der rekombinanten Genexpression in Escherichia coli und die Reinigungs-
strategie der Proteine verbessert, um einen Cofaktorgehalt beider Proteine von annähernd 
100 % zu erreichen. Anschließend wurden die Reaktionsbedingungen des Elektronentransfers 
optimiert, um eine tiefergehende Analyse zu ermöglichen.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass durch die Bindung von ATP ein 
bidirektionaler Elektronentransfer induziert wird. Der Elektronentransfer konnte mit nicht-
hydrolysierbaren ATP-Analoga und mit ADP induziert werden. Weder für die nicht-
hydrolysierbaren ATP-Analoga noch für ADP konnten anschließend Hydrolyseprodukte 
nachgewiesen werden. Zusätzlich konnte für die limitierende Rate der ATP-Hydrolyse ein 
mehr als 100-fach kleinerer Wert bestimmt werden als für den Elektronentransfer. Beide 
Ergebnisse zeigen, dass der Elektronentransfer unabhängig von der ATP-Hydrolyse ist. 
Kobalt(I)-CoFeSP kann jedoch auch ein Elektron auf oxidiertes RACo (RACoox) übertragen, 
was auf einen bidirektionalen Elektronentransfer hindeutet. Diese These wurde mit der 
Beobachtung untermauert, dass sich durch Zugabe von ADP und der Erhöhung der ADP-
Konzentration die Anzahl der transferierten Elektronen pro CoFeSP zunimmt und sich somit 
die Lage des entstehenden Gleichgewichts verschieben lässt.  
Die gemessenen Werte deuten darauf hin, dass nach der ATP-Bindung ein Gleichgewicht 




trationen vorliegen. Die Lage dieses Gleichgewichtes kann durch verschiedene Faktoren 
beeinflusst werden. So kann der Elektronentransfer von Kobalt(I)-CoFeSP auf RACoox durch 
die Reduktion von RACo verhindert werden. Des Weiteren können verschiedene Ionen die 
Bindung von ATP und damit auch die Lage des Gleichgewichtes beeinflussen. Ein ATP-
gekoppelter uphill Elektronentransfer konnte nur in Anwesenheit von Mg2+, K+ oder NH4+ 
gemessen werden. K+ und NH4+ besitzen eine zweite Bindungsstelle und unterstützen 
zusätzlich eine für den Elektronentransfer günstige Konformation. In dieser Konformation wird 
die Geschwindigkeitskonstante der Hin- und Rückreaktion des Elektronen-transfers erhöht, 
sodass sich die Lage des Gleichgewichtes nicht ändert. Ein spezifischer Einfluss der Ionen auf 
die Proteininteraktionen konnte nicht gemessen werden.  
Die Reduktion von Kobalt(II)-CoFeSP zu Kobalt(I)-CoFeSP verringert hingegen die Inter-
aktionen der Proteine. Zusätzlich konnte eine Erhöhung der Geschwindigkeitskonstante der 
Komplexdissoziation in Anwesenheit von ADP und eine ähnliche limitierende Geschwindig-
keitskonstante für die ATP-+\GURO\VHXQGGLH'LVVR]LDWLRQGHVȖ-Phosphates ermittelt werden. 
Auf dieser Datengrundlage konnten drei mögliche Modelle für den Reaktionsmechanismus 
erstellt werden, von welchen ein Modell als am wahrscheinlichsten erscheint. 
In diesem Reaktionsmechanismus gleichen sich die Redox-Potentiale beider Redox-Zentren 
durch die ATP-Bindung an. Dies ermöglicht den Elektronentransfer vom [2Fe2S]-Cluster von 
RACo auf das Kobalt-Ion des Cobalamins. Die Rückreaktion wird durch eine erneute 
Reduktion des [2Fe2S]-Clusters verhindert und durch die anschließende ATP-Hydrolyse 
dissoziiert der Komplex. 
Dieser Mechanismus unterscheidet sich grundliegend von allen bisher bekannten 
Mechanismen für den ATP-gekoppelten uphill Elektronentransfer. Die Inhibition der 
Rückreaktion durch eine zweite Reduktion ist eine neue Antwort auf die Frage, wie Enzyme 


















Electron transfer reactions from and between proteins are a part of the respiratory chain, 
photosynthesis or nitrogen fixation and thus fundamental reactions of life as we know it. Most 
of these electron transfers are exergonic, in which the reducing power decreases and the redox 
potential increases accordingly. However, there are proteins that are able to transfer an 
electron uphill. An uphill electron transfer is endergonic, in which the electron is transferred to 
a reaction partner with a lower redox potential. To overcome the energy barrier of this 
thermodynamically unfavorable reaction, it must be coupled to a thermodynamically more 
favorable reaction. One possibility is to couple it to the hydrolysis of ATP. This strategy is used, 
for example, in nitrogen fixation or protein activation. For example, the Corrinoid iron (Fe) 
Sulfur Protein (CoFeSP) of the organism Carboxydothermus hydrogenoformans can be 
activated or reactivated by the Reductive Activator of CoFeSP (RACo) and an ATP-coupled 
uphill electron transfer. In this process, the cobalt ion of cobalamin is reduced by CoFeSP and 
the protein is transferred from its inactive state cobalt(II)-CoFeSP to its active state cobalt(I)-
CoFeSP. 
In the present work, ATP-coupled uphill electron transfer from reduced RACo (RACored) to 
cobalt(II)-CoFeSP was investigated. For this purpose, the conditions of recombinant gene 
expression in Escherichia coli and the purification strategy of the proteins were improved to 
achieve a cofactor content of both proteins close to 100%. Subsequently, the electron transfer 
reaction conditions were optimized to enable a more in-depth analysis.  
The results of this work indicate that a bidirectional electron transfer is induced by the binding 
of ATP. Electron transfer could be induced with non-hydrolysable ATP analogues and with 
ADP. Neither for the nonhydrolyzable ATP analogues nor for ADP hydrolysis products could 
subsequently be detected. In addition, a value more than 100-fold smaller could be determined 
for the limiting rate of ATP hydrolysis than for electron transfer. Both results indicate that 
electron transfer is independent of ATP hydrolysis. However, cobalt(I)-CoFeSP can also 
transfer an electron to oxidized RACo (RACoox), suggesting bidirectional electron transfer. This 
hypothesis was supported with the observation that adding ADP and increasing the ADP 
concentration increases the number of transferred electrons per CoFeSP by shifting the 
position of the emerging equilibrium.  
The measured values indicate that after ATP binding, an equilibrium is formed in which 
cobalt(II)-CoFeSP and cobalt(I)-CoFeSP are present in comparable concentrations. The 
location of this equilibrium can be influenced by several factors. For example, electron transfer 
from cobalt(I)-CoFeSP to RACoox can be prevented by the reduction of RACo. Furthermore, 
various ions can affect the binding of ATP and thus the position of the equilibrium. ATP-coupled 




NH4+ have a second binding site and additionally support a conformation favorable for electron 
transfer. In this conformation, the rate constant of the forward and reverse reaction of electron 
transfer is increased, so that the position of the equilibrium does not change. No specific 
influence of the ions on the protein interactions could be measured.  
In contrast, the reduction of cobalt(II)-CoFeSP to cobalt(I)-CoFeSP decreases the protein 
interactions. In addition, an increase in the rate constant of complex dissociation in the 
presence of ADP and a similar rate limiting constant for ATP hydrolysiVDQGGLVVRFLDWLRQRIȖ-
phosphate could be determined. Based on these data, three possible models for the reaction 
mechanism are suggested, of which one model appears to be the most plausible. 
In this reaction mechanism, the redox potentials of both redox centers equalize due to ATP 
binding. This allows electron transfer from the [2Fe2S] cluster of RACo to the cobalt ion of 
cobalamin. The back reaction is prevented by a further reduction of the [2Fe2S] cluster, and 
subsequent ATP hydrolysis dissociates the complex. 
This mechanism is fundamentally different from any previously reported mechanisms of the 
ATP coupled uphill electron transfer. Inhibition of the back reaction by a second reduction is a 






















1 Einleitung  
Im September 2019 wurde ein Positionspapier der Gesellschaft für chemische Technik und 
Biotechnologie e.V. verfasst, welches sich mit der Kombination von mikrobiellen Synthesen 
oder enzymatischen Reaktionen mit elektrochemischen Verfahrensschritten befasst. Die 
Verfasser Dirk Holtmann und Falk Harnisch sehen Deutschland mit führend im Bereich der 
Elektrobiotechnologie1. Hierfür wurden verschiedene Förderungsmaßnahmen ins Leben 
gerufen, in welchen der Gedanke der Rohstoffsicherung, Nachhaltigkeit und des Klima-
schutzes im Mittelpunkt steht. Anwendungsmöglichkeiten sind z. B. die Abwasserbehandlung, 
Biophotovoltaik, Enzymatische Elektrosynthese und Enzymatische Biosensoren2 (Abb. 1-1). 
Grundlage für die Entwicklung solcher Technologien ist meist ein tiefgehendes Verständnis 
des Elektronentransports und der zugrundeliegenden Mechanismen. 
 
Abbildung 1-1. Anwendungsgebiete der Elektrobiotechnologie. Die Abbildung wurde erstellt nach 
Holtmann und Harnisch1. 
 
Elektrochemische Prozesse wie z. B. der Elektronentransfer zwischen Proteinen sind aber 
nicht nur für die industrielle Forschung interessant, viel mehr bilden sie die Grundlage für das 
Leben auf der Erde. In Mitochondrien, welche auch als Kraftwerke der Zelle bezeichnet 
werden, erfolgt ein Elektronentransfer von NADH oder FADH2 auf Sauerstoff über fünf 
Multiproteinkomplexe. Dabei nimmt das Redox-Potential schrittweise zu und die freiwerdende 
Energie wird genutzt, um einen Protonengradienten aufzubauen. Durch den Rückfluss der 
Protonen wird Energie in Form von ATP gespeichert3. Auch in der Lichtreaktion der 
Photosynthese wird eine Elektronentransportkette für die Synthese von ATP und NADPH 




Erforschung der Proteine und ihrer Elektronentransportmechanismen sind die Grundlage für 
neuartige Biophotovoltaikanlagen4.  
Andere Proteine und Proteinkomplexe wie z. B. die Nitrogenase, Benzoyl-CoA-Reduktasen, 
die Aktivatoren von 2-Hydroxyacyl-CoA-Dehydratasen oder Reductive Activators of Corrinoid-
dependent Enzymes- (RACE)-Proteine sind in der Lage unter ATP-Hydrolyse Elektronen uphill 
zu übertragen. Ein uphill Elektronentransfer ist definiert als ein endergonischer 
Elektronentransfer, bei welchem der Elektronenakzeptor ein niedrigeres Redox-Potential 
besitzt5. Diese Eigenschaft erschließt weitere Anwendungsgebiete. So konnte gezeigt werden, 
dass der Vanadium-Nitrogenase-Komplex Kohlenstoffdioxid zu Kohlenstoffmonooxid6 und 
diesen weiter zu Ethylen, Ethan und Propan reduzieren kann7. Diese Eigenschaften könnten 
genutzt werden, um mit Hilfe der Nitrogenase Brennstoffe zu generieren8. Benzoyl-CoA-
Reduktasen können toxische und karzinogene Benzolverbindungen wie Phenol, Naphthalin 
oder Phthalsäureester reduzieren9±11, was einen initialen Schritt für den Abbau der 
Verbindungen darstellt. Der uphill Elektronentransfer ermöglicht aber nicht nur chemische 
Reaktionen von inerten Substraten wie CO2, N2 oder Benzol-Verbindungen, er ist zudem oft 
fester Bestandteil verschiedener Stoffwechselwege und Aktivierungsreaktionen von Enzymen. 
So werden 2-Hydroxyacyl-CoA-Dehydratasen und Corrinoid-abhängige Enzyme durch einen 
ATP-gekoppelten uphill Elektronentransfer aktiviert. Weiterführende Untersuchungen könnten 
neue Anwendungsgebiete schaffen. 
 
1.1 Elektronenbifurkation 
Elektronenbifurkation ist die Aufspaltung eines Elektronenpaar, bei welcher ein Elektron auf 
einen Akzeptor mit höherem Redox-Potential transferiert wird, während das andere Elektron 
auf einen Akzeptor mit niedrigerem Redox-Potential transferiert wird. Es erfolgt also eine 
Kopplung eines exergonischen mit einem endergonischen Elektronentransfer. Soweit sind für 
den uphill Elektronentransfer nur Ferredoxin und Flavodoxin als Elektronenakzeptoren 
bekannt.  
Elektronenbifurkation erlaubt Organismen z. B. die Fixierung von N212, die Reduktion von 
CO213 und die Produktion von H214. Aber auch innerhalb der Atmungskette und der 
Photosynthese wird die Elektronenbifurkation genutzt15. Im Cytochrom-bc1-Komplex der 
Atmungskette entsteht aus einem Ubihydrochinon durch die Reduktion des Rieske-Zentrums 
eines Ferredoxins (uphill) ein Ubisemichinon. Vom Ferredoxin wird dann das Elektron über ein 
Cytochrom c1 auf Cytochrom c übertragen. Das entstandene Ubisemichinon überträgt nun das 
verbleibende Elektron exergonisch über Häm bL auf Häm bH auf ein weiteres Ubichinon16.  
Um den uphill Elektronentransfer zu ermöglichen, muss der Transport der Elektronen 
gesteuert werden. Das heißt, es muss verhindert werden, dass beide Elektronen den 




bc1-Komplex geschieht dies durch Konformationsänderungen (conformational gating). Für den 
Elektronentransfer auf das Ferredoxin wird das Ubihydrochinon zunächst in dessen räumliche 
Nähe gebracht. Nach erfolgtem Elektronentransfer wird der Abstand beider Zentren erhöht, 
um den Transfer auf das Cytochrom c1 zu unterstützen17,18. Es wird jedoch angenommen, dass 
der Elektronentransfer reversibel ist und eine Folge verschiedener Konformationsänderungen 
für einen effektiven Elektronentransfer nötig ist18,19. 
 
1.2 Nitrogenase 
Der Enzymkomplex Nitrogenase kommt in verschiedenen Bakterien und Archaeen vor. Er ist 
in der Lage unter Standardbedingungen molekularen Stickstoff und Protonen zu Ammoniak zu 
reduzieren. Als Nebenprodukt wird molekularer Wasserstoff frei20. Da N2 eine inerte 
Verbindung mit einer Bindungsenergie von 945 kJ/mol ist, wird dementsprechend viel Energie 
für die Spaltung der Dreifachbindung benötigt. Im industriellen Haber-Bosch-Verfahren für die 
Herstellung von Ammoniak wird das durch Drücke von 150 ± 350 bar, Temperaturen von 400 
± 500 °C und eisenhaltigen Katalysatoren erreicht. Die Nitrogenase nutzt hingegen 16 ATP-
Moleküle für die Synthese von zwei Ammoniakmolekülen21,22. Das heißt, es werden pro 
übertragenem Elektron zwei ATP-Moleküle hydrolysiert. In Analogie zu den eisenhaltigen 
Katalysatoren des Haber-Bosch-Verfahrens besteht die Nitrogenase aus eisenhaltigen 
Proteinen. Sie setzt sich aus dem homodimeren Fe-Protein und dem heterotetrameren MoFe-
Protein zusammen. Die beiden Untereinheiten des Fe-Proteins sind über ein [4Fe4S]-Cluster 
in einem Helix-Cluster-Helix-Motiv miteinander verbunden23. Das MoFe-Protein besitzt ein 
[8Fe7S]-Cluster (P-Cluster) und einen FeMo-Cofaktor24. Entsprechend des Cofaktors gibt es 
aber auch VFe- und FeFe-Nitrogenasen.  
Bei dem ATP-gekoppelten Elektronentransfer wird ein Elektron vom [4Fe4S]-Cluster des Fe-
Proteins über das P-Cluster auf den FeMo-Cofaktor (analog VFe- oder FeFe-Cofaktor) 
übertragen. Dieser reduziert dann H+ und N2 zu H2 und NH3. Der Katalyse-Zyklus beginnt mit 
der Bindung von zwei ATP durch das Fe-Protein. Anschließend interagieren beide Proteine 
miteinander und es kommt zum Elektronentransfer vom Fe-Protein auf das MoFe-Protein 
(Abb. 1-2). Erst nach der Hydrolyse von ATP und der Freisetzung des entstehenden 
Orthophoshates (Pi) dissoziieren die Proteine voneinander. Das Fe-Protein wird reduziert und 
kann nach ADP-Dissoziation den Zyklus erneut beginnen25. Dieser muss 8-mal durchlaufen 





Abbildung 1-2. Mo-Nitrogenase-Komplex aus Azotobacter vinelandii. Das Fe-Protein ist in pink und 
das MoFe-Protein ist in cyan und grau dargestellt (PDB-Nummer: 4WZA26). Die Atome der ATP-
Moleküle und Cofaktoren sind als Kugeln dargestellt. Die grauen Pfeile deuten Ablauf der Reaktion an, 
in welchem erst zwei ATP-Moleküle gebunden werden und anschließend das Fe-Protein und FeMo-
Protein miteinander interagieren. Die gestrichelten Pfeile geben den Elektronenfluss beispielhaft an 
einem aktiven Zentrum wieder (Abbildung erstellt mit PyMO/ nach Gu et al.27).  
 
Der Elektronentransfer wird, ähnlich der Elektronenbifurkation, durch eine Folge von 
Konformationsänderungen gesteuert28. Die Bindung von ATP verstärkt die Wechselwirkungen 
zwischen dem [4Fe4S]-Cluster des Fe-Proteins und dem P-Cluster durch eine räumliche 
Annäherung29. Dabei ändert sich der Winkel des Helix-Cluster-Helix-Motivs von 150° auf 180°, 
was den Abstand beider Zentren um 4 Å verringert30.  
In der Folge verringert sich das Redox-Potential des [4Fe4S]-Clusters um 320 mV31,32 und das 
Redox-Potential des P-Clusters um 80 mV32. Es wird davon ausgegangen, dass durch weitere 
Konformationsänderungen das P-Cluster in einen reaktiven Zustand gebracht wird, in 
welchem zuerst ein Elektron auf den FeMo-Cofaktor übertragen wird. Erst danach überträgt 
das Fe-3URWHLQ LQ HLQHU Ä$XIIOO-5HDNWLRQ³ (deficit spending model) ein Elektron auf das P-
Cluster33. Da nur für den Elektronentransfer vom P-Cluster auf den FeMo-Cofaktor 
Konformationsänderungen ratenlimitierend sind, wird angenommen, dass das entstehende 
Elektronen-Defizit des P-Clusters der Grund für den unidirektionalen Elektronentransfer ist34. 
1DFK GHP (OHNWURQHQWUDQVIHU HQWVWHKW HLQ ÄDQJHVSDQQWHU³ taut) Proteinkomplex, welcher 




Mit dem Double-Cubane Cluster Protein (DCCP) und der DCCP-Reduktase konnte ein 
Proteinkomplex mit ähnlichen Eigenschaften beschrieben werden. Dieser Proteinkomplex 
kann unter ATP-Hydrolyse N2H2 und N3- zu Ammoniak reduzieren. Dabei findet die Reduktion 
an einem zum P-Cluster ähnlichen [8Fe9S]-Cluster von DCCP statt, welches durch einen ATP-
gekoppelten uphill Elektronentransfer der DCCP-Reduktase reduziert wird35. 
Interessanterweise ist DCCP homolog zu den ATP-abhängigen Benzoyl-CoA-Reduktasen und 
den (R)-2-Hydroxyacyl-CoA-Dehydratasen36. Auf beide Proteine wird in den folgenden 
Abschnitten noch eingegangen. Da alle im Folgenden behandelten Proteine jedoch auch zur 
Familie der Acetate and Sugar Kinases / Heat Shock Protein 70/Actin (ASKHA)-ATPasen 
gehören, wird diese Proteinfamilie im kommenden Abschnitt kurz beschrieben. 
 
1.3 Acetate and Sugar Kinases / Heat Shock Protein 70/Actin (ASKHA)-
ATPasen  
Das Strukturmotiv der ASKHA-$73DVHQLVWGLHȕȕȕĮȕĮȕĮ-7RSRORJLH,QGLHVHU)ROJHYRQȕ-
)DOWEOlWWHUQXQGĮ-Helices variiert sowohl die Tertiärstruktur als auch die Sequenz der Amino-
säuren. Drei Merkmale sind jedoch in dieser Topologie konserviert. Zwischen dem ersten und 
zweiteQ ȕ-Strang befindet sich eine konservierte Asparaginsäure37. Diese koordiniert ein 
Magnesium-IRQ ZHOFKHV ZLHGHUXP GDV ȕ- XQG Ȗ-Phosphat des ATP koordiniert38±40. Am 
$QIDQJGHUGULWWHQĮ-Helix befindet sich eine Asparagin- oder Glutaminsäure, welche als Base 
für die Hydrolyse wirkt37. Das Bindungsmotiv für das Adenosin befindet sich in einer Loop-
Struktur nach dem YLHUWHQȕ-Strang. Abbildung 1-3 zeigt, dass die ȕȕȕĮȕĮȕĮ-Topologie in den 
vier namesgebenden Proteinen zwei Mal vorhanden ist. Die beschriebenen konservierten 
Eigenschaften sind demzufolge nur in einem Strukturmotiv zu finden. 
 
Abbildung 1-3. Vergleich der Proteinstruktur ausgewählter ASKHA-ATPasen. Von der ȕȕȕĮȕĮȕĮ-
Topologie sind ȕ-Faltblätter in rotĮ-Helices in cyan und Loop-Strukturen in lila dargestellt. Nicht zur 
charakteristischen ASKHA-Topologie gehörende Strukturen sind in grau gezeigt. Die für die jeweiligen 
Strukturen hinterlegten PDB-Nummern sind Acetatkinase: 1TUU41; Hexokinase: 2E2Q42; DnaK: 4JNE43; 




Auch die Funktion von ATP variiert sehr stark zwischen unterschiedlichen Vertretern der 
ASKHA-ATPasen. Die Acetatkinase und Hexokinase phosphorylieren ihre jeweiligen 
Substrate, während Mitglieder der Heat Shock Protein 70 und Aktin durch ATP-Bindung, 
Hydrolyse und deU'LVVR]LDWLRQGHVȖ-Phosphats Affinitäten zu Interaktionspartnern ändern. 
Die Acetatkinase katalysiert die Phosphorylierung von Acetat, welches in manchen 
Mikroorganismen für die Bildung von Acetyl-CoA genutzt wird. Acetyl-CoA ist auf Grund des 
hohen Gruppenübertragungspotenzials des Thioesters ein wichtiges Intermediat von vielen 
katabolen und anabolen Stoffwechselwegen. Die Acetatkinase kann jedoch auch die Synthese 
von ATP aus Acetyl-Phosphat und ADP katalysieren45. Hexokinasen sind ebenfalls 
Phosphotransferasen und übertragen GDVȖ-Phosphat des ATP auf Hexosen. Die bekannteste 
Reaktion ist die Phosphorylierung von Glukose zu Glukose-6-Phosphat, was die erste 
Reaktion der Glykolyse darstellt. 
Die Enzyme der Heat Shock Protein 70 (Hsp70)-Familie sind ATP-abhängige Chaperone. 
Eines der am besten charakterisierten ist das E. coli-Protein DnaK. Während der 
Proteinsynthese binden Hsp70-Proteine an Aminosäureketten, um die Aggregation des 
Proteins, bevor das Protein die korrekte Faltung annimmt, zu verhindern. Dabei binden die 
Chaperone zunächst ATP und anschließend an das Zielprotein. Die Interaktion mit dem 
Zielprotein erhöht die Hydrolyserate46,47. Nach der Hydrolyse bindet Hsp70 stärker an das 
Zielprotein48 und dissoziiert nach dem Austausch von ADP durch ATP.  
Aktin kommt in eukaryotischen Zellen und auch in Form von Homologen in anderen 
Organsimen vor49±51. Es bildet Mikrofilamente aus und dient zur Zellstabilität, Zellbewegung 
und Muskelkontraktion. Aktin bindet als Einzelmolekül (G-Aktin) ATP und geht dadurch in die 
aktive Form über. Einzelne Proteine interagieren miteinander und bilden ein Mikrofilament (F-
Aktin). Im Filament wird ATP hydrolysiert, jedoch bleiben ADP und Pi zunächst gebunden52. 
Erst nach der Dissoziation des Phosphates dissoziieren auch die einzelnen Aktinmoleküle 
voneinander. Diese kurze Beschreibung der namesgebenden Proteine zeigt, dass ASKHA-
Proteine unterschiedliche Aufgaben und auch unterschiedliche Mechanismen besitzen. Das 
wird unter anderem durch wenig sequenzhomologe Bereiche und eine unterschiedliche Anzahl 
YRQ$PLQRVlXUHQLQGHQ6HNXQGlUVWUXNWXUHQGHUȕȕȕĮȕĮȕĮ-Topologie erreicht. 
 
1.3.1 ATP-abhängige Benzoyl-CoA-Reduktasen 
Die Benzoyl-CoA-Reduktasen (BCR) werden in die ATP-abhängige Klasse 1 und ATP-
unabhängige Klasse 2 BCRs unterteilt. Der Mechanismus der ATP-unabhängigen Benzoyl-
CoA-Reduktasen basiert auf der Elektronenbifurkation53 (beschrieben im Abschnitt 1.2). Daher 
werden im Folgenden die ATP-abhängigen Benzoyl-CoA-Reduktasen näher thematisiert. 
Diese sind der Lage Benzoyl-CoA unter der Hydrolyse von zwei ATP-Molekülen zu Cyclohexa-




Benzoyl-CoA übertragen, wobei der erste Elektronentransfer ratenlimitierend ist56. Um 
Benzoyl-CoA zu Cyclohexa-1,5-dienoyl-CoA zu reduzieren, muss ein Redox-Potential von        
-622 mV erreicht werden, was zu den niedrigsten biologischen Produkt/Substrat-Redox-
Potentialen zählt57. Durch den Transfer eines Elektrons entsteht ein Anionradikal58, welches 
GXUFK GDV ʌ-Elektronensystem stabilisiert wird. Nach Protonierung wird die Reaktion 
wiederholt, wodurch Cyclohexa-1,5-diene-1-carbonyl-CoA entsteht (Abb. 1-4 A). Dieses kann 
z. B. im anaeroben Metabolismus von Thauera aromatica zu drei Acetyl-CoA umgesetzt 
werden59.  
Klasse-1- Benzoyl-CoA-Reduktasen sind Heterotetramere aus den Untereinheiten A, B, C und 
D. Die Untereinheiten A und D besitzen eine ASKHA-Domäne60, können also jeweils ein ATP 
binden, und sind über ein [4Fe4S]-Cluster miteinander verbunden. Die Untereinheiten B und 




Abbildung 1-4. Reaktionsmechanismus und Aufbau der ATP-abhängigen Benzoyl-CoA-
Reduktase. A) Rolle der ATP-abhängigen Benzoyl-CoA-Reduktase im Stoffwechsel von Thauera 
aromatica. Blau hinterlegt ist die ATP-abhängige Reduktion von Benzoyl-CoA zu Cyclohexa-1,5-diene-
1-carbonyl-CoA (Abbildung erstellt nach Dörner und Boll59 und Rabus et al.61). B) Schematische 
Darstellung der Untereinheiten und Cofaktoren der ATP-abhängigen Benzoyl-CoA-Reduktasen. Die 
Untereinheiten, welche die Substratreduktion durchführen, sind weiß und die Untereinheiten für die 
ATP-Bindung sind in schwarz dargestellt (Abbildung erstellt nach Boll60).  
 
Der Katalyse-Zyklus beginnt mit der Bindung von einem ATP. Dadurch erhöht sich die 
Reduktionsrate von einem oder mehreren [4Fe4S]-Clustern, ohne dass sich das Redox-
Potential ändert62. Anschließend kommt es zu einer Konformationsänderung, was die Bindung 
von Benzoyl-CoA und dem zweiten ATP induziert. Nach der Reduktion durch ein zweites 
Elektron wird der Elektronentransfer durch die ATP-Hydrolyse eingeleitet55,62. Dabei wird die 




Spin eines Elektrons von S=1/2 zu S=7/2, was höchst wahrscheinlich das Redox-Potential 
stark verringert54,63 und den Elektronentransfer auf das Benzoyl-CoA ermöglicht. 
 
1.3.2 Aktivator der (R)-2-Hydroxyacyl-CoA-Dehydratasen 
(R)-2-Hydroxyacyl-CoA-Dehydratasen ermöglichen es verschiedenen anaeroben Bakterien 
proteinogene Aminosäuren als Substrate zur Energiegewinnung nutzen. Sie katalysieren nach 
Desaminierung und (R)-2-Hydroxyacyl-CoA-Bildung die ȕĮ-Eliminierung von Wasser zu 
Enoyl-CoA64. Dabei wird zunächst die Carbonylgruppe des Thioesters reduziert, sodass ein 
Ketylradikal entsteht. Nach der syn-Eliminierung von Wasser wird das Elektron zurück auf die 
Dehydratase übertragen und kann für eine erneute Reduktion verwendet werden65 (Abb. 1-5). 
Die (R)-2-Hydroxyacyl-CoA-'HK\GUDWDVHQVLQG+HWHURGLPHUHEHVWHKHQGDXVHLQHUĮ- XQGȕ-
Untereinheit, welche jeweils ein [4Fe4S]-Cluster besitzen. Interessanterweise ist nur das 
[4Fe4S]-&OXVWHU GHU Į-Untereinheit an der Substartreduktion beteiligt, wohingegen das 
[4Fe4S]-&OXVWHUGHUȕ-Untereinheit zur Verwahrung des Elektrons zwischen den Reaktionen 
dient66.  
Die (R)-2-Hydroxyacyl-CoA-Dehydratasen können bis zu 10 000 Reaktionszyklen durchlaufen 
bevor sie durch einen ATP-abhängigen uphill Elektronentransfer durch den Aktivator reaktiviert 
werden müssen67. Der Aktivator ist ein Homodimer, in welchem beide Monomere über ein 
[4Fe4S]-Cluster miteinander verbunden sind68. Jedes Monomer besitzt ein ASKHA-
Strukturmotiv für die Bindung von ATP69. Es wird angenommen, dass die Bindung von ATP 
den Elektronentransfer induziert70. Große strukturelle Konformationsänderungen des 
Aktivators durch Nukleotidbindung konnten hingegen nicht ermittelt werden69. ADP und nicht-






Abbildung 1-5. Reaktionsmechanismus und Aufbau der (R)-2-Hydroxyacyl-CoA-Dehydratasen. 
Die Untereinheiten der (R)-2-Hydroxyacyl-CoA-Dehydratase (PDB-Nummer: 3O3O66) sind in pink und 
grün und die Untereinheiten des Aktivators (PDB-Nummer: 4EHU69) sind in dunkelblau und cyan 
dargestellt. Die Schwefel- und Eisenatome der [4Fe4S]-Cluster sind als gelbe und orange Kugeln 
gezeigt. 'LH$EELOGXQJZXUGHPLW3\02/HUVWHOOW 
 
1.3.3 Reductive Activators of Corrinoid-dependent Enzymes (RACE)-Proteine  
Bislang konnten Reductive Activators of Corrinoid-dependent Enzymes (RACE)-Proteine der 
Organismen Methanosarcina barkeri72,73, Eubacterium limosum74, Acetobacterium 
dehalogenans75, Desulfitobacterium hafniense76 und Carboxydothermus hydrogenoformans77 
isoliert und näher charakterisiert werden. Gemäß ihres Namens reaktivieren RACE-Proteine 
Corrinoid-Proteine. Diese besitzen ein Cobalamin als Cofaktor und stehen im Zentrum 
verschiedener Stoffwechselwege zur Assimilation von Kohlenstoffverbindungen. Die 
Reaktivierung der Corrinoid-Proteine durch RACE-Proteine erfolgt durch einen ATP-
gekoppelten uphill Elektronentransfer und der daraus resultierenden Reduktion des Kobalts 
von Co2+ zu Co+. Nur in diesem Zustand können Corrinoid-Proteine durch eine 
Methyltransferase methyliert werden78,79. Diese Methylgruppe kann mit Hilfe einer zweiten 
Methyltransferase auf die Coenzyme M oder F übertragen80,81 oder mit der Acetyl-CoA-
Synthase und Kohlenstoffmonoxid zu Acetyl-CoA umgesetzt werden82 (Abb. 1-6). Als 
Substrate für die Methylierung der Corrinoid-Proteine können z. B. Methanol83, Methanamin73, 




Proteine in einem Stoffwechselweg direkt auf einander folgen. Hier wird in einem ersten Schritt 
methyliertes Coenzym F gebildet, welches anschließend als Methylgruppendonor für die 




Abbildung 1-6. Mechanismus des Cobalamin-abhängigen Methylgruppentransfers. Die beteiligten 
Protein sind wie folgt abgekürzt: RACE-Protein (RACE), Methyltransferase I (MT I), Methyltransferase 
II (MT II), Corrinoid-Protein (CP) und Acetyl-CoA-Synthase (ACS). Die Abbildung wurde erstellt 
nach86,87. 
 
Corrinoid-Proteine sind nicht immer auf einzelne Methyltransferasen beschränkt. So kann z. 
B. MtqC durch Interaktionen mit verschiedenen Methyltransferasen L-Prolin-Betain oder L-
Carnitin als Methylgruppendonor nutzen85,88. Die große Substratvielfalt macht Corrinoid-
Proteine auch interessant für die chemische Industrie. Bei chemischen Synthesen könnten die 
Demethylierungsreaktionen die Entfernung von Schutzgruppen unter milden Bedingungen 
ermöglichen87.  
Durch Oxidation können Corrinoid-Proteine jedoch in einen inaktiven Kobalt(II)-Zustand 
übergehen. Wie bereits erwähnt, kann die Reaktivierung durch RACE-Proteine erfolgen. Die 
Gruppe der RACE-Proteine wurde 2009 das erste Mal durch Schilhabel et al. definiert89. Sie 
konnten durch Sequenzidentitätsanalysen verschiedene Gene anaerob lebender Bakterien 
und Archaeen dieser Proteinklasse zuordnen. Dabei zeigte sich, dass die analysierten Gene 
der bakteriellen RACE-Proteine fast ausschließlich Gensequenzen für N-terminale [2Fe2S]-
Cluster besitzen, während Archaeen Gensequenzen C-terminaler [4Fe4S]-Cluster aufwiesen. 
Beide Regionen besaßen jedoch eine hohe Sequenzidentität mit Ferredoxin89.  
Schon 1993 konnten Daas et al. die ATP-gekoppelte Aktivierung eines Corrinoid-Proteins von 




wird durch ATP autophosphoryliert und kann anschließend die Komplexierung des Co2+ 
innerhalb des Corrinoid-Proteins verändern90,91. Es wird angenommen, dass MAP die 
Koordination des Kobalt-Ions vom base-on- in den base-off-Zustand ändert und so die 
Reduktion durch ein zusätzliches Ferredoxin ermöglicht. Im base-on-Zustand wird das Kobalt-
Ion vom 5,6-Dimethyl-benzimidazol-Ring des Cobalamins koordiniert92. Das Redox-Potential 
für die Co2+/Co+-Reduktion kann sich durch Unterbrechung dieser Koordination (base-off-
Zustand) um ca. 100 mV erhöhen93. MAP ist ein Heterodimer und besitzt keinen gebundenen 
Cofaktor90. Damit unterscheidet es sich stark von anderen bekannten RACE-Proteinen. Mit 
RamA konnte ein weiteres RACE-Protein in Methanosarcina barkeri identifiziert werden73. 
RamA besitzt eine C-terminale Ferredoxin-Domäne mit einem [4Fe4S]-Cluster für den 
Elektronentransfer und kann die Monomethylamin-, Dimethylamin- und Trimethylamin-
Methyltransferase aktiveren. Auch RamQ, das RACE-Protein von Eubacterium limosum 
(abweichend auch ELI_0370 genannt), kann verschiedene Corrinoid-Proteine aktivieren. Es 
besitzt ein [2Fe2S]-Cluster und katalysiert die Reduktion der Proteine MtqC und ELI_200474,88.  
Das RACE-Protein von Acetobacterium dehalogenans besitzt ein N-terminales [2Fe2S]-
Cluster mit einem Mittelpunktpotential von -290 mV. Es kann durch den ATP-gekoppelten 
uphill Elektronentransfer unter anderem die Vanillat-O-Demethylase mit einem Co2+/Co+-
Mittelpunktpotential von kleiner als -450 mV aktivieren75. Kinetische Studien zeigen, dass 
Ammonium- und Kalium-Ionen für den Elektronentransfer nicht essentiell sind, aber die 
turnover number kcat erhöhen können94. Hohe ATP-Konzentrationen oder die Anwesenheit 
nicht-hydrolysierbarer ATP-Analoga wirken hingegen inhibierend. AMP, ADP und GTP 
konnten keinen Elektronentransfer induzieren75. Für den Transfer eines Elektrons wird ein 
ATP-Molekül hydrolysiert94. Interaktionsanalysen legen nahe, dass das RACE-Protein ein 
Homodimer bildet, in welchem eine Untereinheit je ein Corrinoid-Protein binden kann95. Neben 
der Vanillat-O-Demethylase kann das RACE-Protein auch die Veratrol-, Syringate und 
Guajacol-O-Demethylase aktiveren. 
 
1.3.3.1 Der Reductive Activator of CoFeSP (RACo) 
Das Corrinoid Iron (Fe) Sulfur Protein (CoFeSP) steht im Zentrum des reduktiven Acetyl-CoA-
Weges des gram-positiven Bakteriums Carboxydothermus hydrogenoformans. 
Carboxydothermus hydrogenoformans lebt anaerob und konnte erstmals aus heißen Quellen 
auf Kunashir isoliert werden konnte96. Dementsprechend sind die Proteine des Organismus 
hitzestabil, aber viele auch sauerstoffempfindlich. Der reduktive Acetyl-CoA-Weg dient im 
Allgemeinen der CO2-Fixierung zur Kohlenstoffassimilation vieler anaerob lebender Bakterien 
und Archaeen und ist in einen Methyl-Zweig und einen Carbonyl-Zweig geteilt. CoFeSP 
verbindet beide Zweige über einen Methylgruppentransfer miteinander86. Da dieser Transfer 




mit gleicher oder ähnlicher Bezeichnung (CFeSP/CoFeS-P) in anderen anaerob lebenden 
Bakterien und Archaeen97±99.  
Im Methyl-Zweig des Stoffwechselweges wird methyliertes Coenzym F gebildet. Dazu wird 
CO2 zunächst durch die Formiatdehydrogenase reduziert und in einer ATP-abhängigen 
Reaktion zunächst formyliertes Coenzym F gebildet. Dieses wird durch mehrere 
Reduktionsschritte zu methyliertem Coenzym F umgesetzt. Wie in Abschnitt 1.5 beschrieben 
kann das methylierte Coenzym F nun mit Hilfe einer Methyltransferase als 
Methylgruppendonor für das Corrinoid-Protein CoFeSP dienen (Abb. 1-6). Im Carbonyl-Zweig 
wird CO2 durch die CO-Dehydrogenase zu CO reduziert. Die Acetyl-CoA-Synthase kann nun 
aus methyliertem CoFeSP, CO und Coenzym A Acetyl-CoA bilden86.  
RACo ist das RACE-Protein des reduktiven Acetyl-CoA-Weges von Carboxydothermus 
hydrogenoformans und derzeit das einzige RACE-Protein mit bekannter Proteinstruktur77. 
Auch die Proteinstrukturen von CoFeSP und des CoFeSP:RACo-Komplexes konnten 
aufgeklärt werden und geben Hinweise auf den möglichen Mechanismus des ATP-
gekoppelten uphill Elektronentransfers84,100. CoFeSP ist ein Heterodimer und besteht aus der 
großen Untereinheit CfsA und der kleinen Untereinheit CfsB101. CfsB besteht aus einer 
Domäne mit einer (ȕĮ)8-barrel-Struktur. CfsA besteht aus drei Domänen, wobei die mittlere 
Domäne ebenfalls ein (ȕĮ)8-barrel ausweist. Die N-terminale Domäne besitzt ein [4Fe4S]-
Cluster, während die C-terminale Domäne das Cobalamin bindet. Beide terminalen Domänen 
sind über linker-Regionen mit der mittleren Domäne verbunden84. Diese linker-Regionen 
ermöglichen CoFeSP große Konformationsänderung bei der Komplexbildung mit RACo. Die 
N-terminale Domäne bewegt sich um 42 Å und interagiert stark mit RACo. Die C-terminale 
Domäne dreht sich um 45° und bewegt sich ebenfalls in Richtung von RACo. Hier bildet sich 
eine Bindetasche für das Cobalamin zwischen beiden Proteinen aus, in welcher die Reste des 







Abbildung 1-7. Bändermodell von CoFeSP und dem CoFeSP:RACo-Komplex. Die Untereinheiten 
von CoFeSP sind in cyan (CsfA) und dunkelblau (CfsB) und RACo ist in pink dargestellt. Die 
eingezeichneten Pfeile und transparent-hinterlegten Strukturen deuten die durch die Komplexbildung 
bedingten Konformationsänderungen an. Das Cobalamin und die Aminosäuren S398 und T374 sind als 
Stäbchenmodell gezeigt. Die Atome des [4Fe4S]-Clusters von CoFeSP (Schwefel in gelb und Eisen in 
orange) und ein Co2+-koordinierendes Wassermolekül (rot) sind in Kugeln dargestellt. Die Abbildung 
ZXUGH PLW 3\02/ HUVWHOOW XQG GLH PDB-Nummern der Proteine sind: CoFeSP: 2YCL84; 
CoFeSP:RACo-Komplex: 4C1N100. 
 
Das Kobalt des Cobalamins befindet sich im CoFeSP:RACo-Komplex als auch in der CoFeSP-
Struktur in der base-off/His-off-Konformation102. Das heißt, es wird weder vom 5,6-Dimethyl-
benzimidazol-Ring des Cobalamins noch von einem Histidin-Rest koordiniert. Das T374 ist die 
Aminosäure von CfsA, welche in beiden Strukturen den geringsten Abstand zum Kobalt 
aufweist. Nur das S398 von RACo zeigt im Komplex mit 2,5 Å eine größere Nähe100. Dabei 
verdrängt es ein Co2+-koordinierendes Wassermolekül. Interessanterweise verringert sich das 
Redox-Potential der Co2+/Co+-Reduktion durch die Komplexbildung von -450 mV auf -600 mV 




Auch RACo zeigt große strukturelle Änderungen durch die Interaktionen mit CoFeSP. RACo 
ist ein Homodimer, wobei jede Untereinheit aus einer Ferredoxin-Domäne mit einem [2Fe2S]-
Cluster, linker-Region, Mitteldomäne und ASKHA-Domäne besteht77. Die N-terminale 
Ferredoxin-Domäne ist durch die linker-Region sehr beweglich, daher konnte sie in der 
Kristallstruktur von RACo nur bei einer Untereinheit und in der Struktur des CoFeSP:RACo-
Komplexes in keiner lokalisiert werden. Die Mitteldomäne vermittelt die Interaktionen der 
Untereinheiten zur Dimerisierung. Die ASKHA-Domäne zeigte eine geschlossene 
Konformation mit einem gebundenen Phosphat und Magnesium-Ion. Durch die Bindung von 
CoFeSP öffnet sich die ASKHA-Domäne, sodass in der Struktur des CoFeSP:RACo-




Abbildung 1-8. Bändermodell von RACo. Die Abbildung zeigt die strukturellen Veränderungen von 
RACo (PDB-Nummer: 3ZYY77) durch die Komplexbildung mit CoFeSP (PDB-Nummer: 4C1N100). Die 
Ferredoxin-Domäne ist in schwarz, die Linker-Domäne in grün, die Dimerisierungsdomänen in 
dunkelblau und cyan und die ASKHA-Domänen in lila und pink gezeigt. Die eingezeichneten Pfeile 
deuten die Öffnung der ATP-Bindungstasche und die Interaktionen zu CoFeSP an. In der geschlossen 
Form befindet sich ein Orthophosphat und ein Magnesium-Ion in der ATP-Bindungstasche. Die Atome 







Der Mechanismus des ATP-gekoppelten uphill Elektronentransfers konnte noch nicht 
vollständig aufgeklärt werden. RACo zeigt starke Interaktionen zum inaktiven Kobalt(II)-
CoFeSP, nicht aber zum methyliertem Kobalt(III)-CoFeSP oder reduziertem Kobalt(I)-
CoFeSP77. Zur Vereinfachung werden im Folgenden Kobalt(I)-CoFeSP als Co(I)FeSP, 
Kobalt(II)-CoFeSP als Co(II)FeSP und Kobalt(III)-CoFeSP als Co(III)FeSP bezeichnet. Die 
Struktur des Proteinkomplexes deutet an, dass dem Serin 398 eine besondere Rolle bei der 
Erkennung des Redox-Zustands zukommt. Kinetische Experimente deuten an, dass nach 
einer schnellen Assoziation der Proteine, es zu langsameren strukturellen Veränderung 
innerhalb des Komplexes kommt105. Des Weiteren erhöht die Komplexbildung die Rate der 
basalen ATP-Hydrolyse von RACo, wahrscheinlich durch die Öffnung der ATP-
Bindungsdomäne100. Für den Elektronentransfer konnten Raten von 0,089 miní1 bei 0,1 mM 
ATP bis 0,288 miní1 bei 2 mM ATP gemessen werden, was in etwa der Rate der ATP-
Hydrolyse entspricht77,100. Eine Bestimmung des KD-Wertes zur ATP-Bindung und der 
limitierenden Rate des Elektronentransfers steht hingegen noch aus. Darüber hinaus ist noch 
nicht bekannt, ob die ATP-Bindung oder die ATP-Hydrolyse den Elektronentransfer induziert. 
Dieser zeigt eine Abhängigkeit von Magnesium- und Kalium-Ionen77. Ob weitere Ionen 
unterstützend auf den Elektronentransfer wirken können und was ihre mechanistischen 
Funktionen sind, ist jedoch noch unerforscht. Es bleibt auch offen, was nach der erfolgten 






















1.4 Zielsetzung dieser Arbeit 
Der Mechanismus des ATP-gekoppelten uphill Elektronentransfers der RACE-Proteine ist 
noch in weiten Teilen unbekannt. RACo und CoFeSP bilden auf Grund der bereits definierten 
Proteinstrukturen eine vielversprechende Grundlage für weitere Analysen. Am Beispiel der 
Nitrogenase konnten unter anderem durch Verknüpfung von strukturellen Daten mit 
kinetischen Parametern tiefere Einblicke in den Mechanismus des Proteinkomplexes 
gewonnen werden. 
Daher soll im Rahmen dieser Arbeit der ATP-gekoppelte uphill Elektronentransfer zwischen 
RACo und CoFeSP an Hand von kinetischen Messungen näher untersucht werden. Dazu 
sollen zunächst die rekombinante Genexpression und die Reinigungsstrategie der Proteine 
verbessert werden, um einen Cofaktorgehalt von annähernd 100 % zu erreichen. Darüber 
hinaus sollen die Reaktionsbedingungen zur Messung des Elektronentransfers optimiert 
werden. Dadurch können Aussagen über die Effizienz des Elektronentransfers getroffen und 
ungewollte oder nur schwer interpretierbare Nebenreaktionen minimiert werden. Zudem soll 
die Aufgabe der ATP-Bindung und -Hydrolyse näher charakterisiert werden. In beiden Fällen 
könnte sowohl der Elektronentransfer als auch die Komplexdissoziation induziert werden. Des 
Weiteren ist ungeklärt, wie nach erfolgtem uphill Elektronentransfer der mögliche exergonische 
Elektronentransfer von Co(I)FeSP auf RACoox unterbunden wird. Die bisherigen Daten 
sprechen dafür, dass die Dissoziation des Komplexes hierfür eine entscheidende Rolle spielt.  
Aus den ermittelten Daten soll dann abschließend ein möglicher Reaktionsmechanismus für 


















2 Material und Methoden 
 
2.1 Chemikalien 
Die verwendeten Chemikalien stammten von den Firmen Fluka (Neu-Ulm), AppliChem 
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) und 
besaßen mindestens einen analytischen Reinheitsgrad. Stickstoff (99,99 %) und Formiergas 
(95 % N2; 5 % H2) wurden von der Firma Air Liquide (Berlin) bezogen. 
 
2.2 Nährmedien  
Für die Herstellung von Nährmedien wurde destilliertes Wasser verwendet und die Medien 
anschließend autoklaviert. Die Herstellung von Puffer erfolgte ausschließlich mit bidestilliertem 
Wasser. Alle Puffer wurden unter Verwendung eines Filtertrichters und eines Membranfilters 
(Porengröße 0,22 µm) filtriert (20 min bei 121 °C und 2 bar).  
 
LB-Medium  TB-Medium  SOB-Medium / LB-Agar 
10 g/l Trypton  12 g/l Trypton  Beides wurde als 
Trockenmischung der 
Firma Roth (Karlsruhe) 
bezogen und nach 
Herstellerangaben 
angesetzt. 
5 g/l Hefeextrakt  24 g/l Hefeextrakt 
4 ml/l Glycerol 
12,3 g/l K2HPO4 
2,2 g/l KH2PO4 
 
10 g/l NaCl 
 
Für die Herstellung des TB-Mediums wurden die Kaliumsalze in 10-fach konzentrierter Lösung 
getrennt von den anderen Zusätzen autoklaviert und abschließend in das Medium gegeben.  
 
2.3 Bakterienstämme und Antibiotika 
E. coli '+Į1RYDJHQ'DUPVWDGW  F± ĳ80 ǻlacZǻM15ǻ(lacZYA-argF)U169 
deoR recA1 endA1 hsdR17(rk±, mk+), 
phoA supE44 Ȝ± thi-1 gyrA96 relA1 
E. coli BL21 (DE3) (Novagen, Darmstadt)  F± ompT hsdSB(rB± mB±) gal dcm (DE3) 








Für die Kultivierung der Bakterien und Herstellung der LB-Selektivagar-Platten wurden 
folgende Antibiotika in den angegebenen Konzentrationen verwendet: 
 
Carbenicillin      ȝJPO 
Chloramphenicol     50 ȝJPO 
Kanamycin      ȝJPO 
Tetrazyklin      ȝJPO 
 
2.4 Anoxisches Arbeiten 
Mit Ausnahme der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese, der Proteinkonzentrations-
bestimmung und der stopped-flow-Spektroskopie wurden alle Arbeiten, in welchen die 
Proteine RACo, CoFeSP oder MDCC-PBP involviert waren, in einem anoxischen 
Handschuhkasten Vinyl-Anaerobic-&KDPEHU0RGHO%&2</DERUDWRU\, Grass Lake) unter 
einer Atmosphäre von 95 % N2 und 5 % H2 durchgeführt. Die stopped-flow-Spektroskopie 
wurde unter anoxischen Bedingungen nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 
Flüssigkeiten wurden mit Butylgummisepten verschlossen und der Sauerstoff durch zyklisches 
Entgasen und Einleiten von Stickstoff (mindestens 7 Zyklen jeweils 15 min) weitestgehend 
entfernt. 
 
2.5 Molekularbiologische Methoden 
 
2.5.1 DNA-Hydrolyse mittels Restriktionsendonukleasen 
Für die Hydrolyse von PCR-Fragmenten und Plasmid-DNA wurden Restriktionsenzyme der 




Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte unter Verwendung der T4-DNA-Ligase der Firma 
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA). Bei einem Gesamtvolumen von 20 µl wurden 
30 fmol Vektor-DNA und 90 fmol Fragment-DNA mit 1 Weiss U T4-DNA-Ligase nach 
Herstellerangaben bei 6 °C über Nacht inkubiert.  
 
2.5.3 Agarosegelelektrophorese  
Es wurden 0,5 mg Agarose in 50 ml TAE-Puffer durch Erhitzen gelöst. Nach Abkühlen auf 
60 °C wurden 3 O 0LGRUL *UHHQ $GYDQFH '1$ 6WDLQ 1LSSRQ *HQHWLFV (XURSH *PE+, 




[ '1$ /RDGLQJ '\H (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) versetzt und nach 
Verfestigung des Gels in die Geltaschen überführt. Die elektrophoretische Auftrennung 
erfolgte für 20 min bei einer Spannung von 140 V. Die DNA-Banden wurden unter UV-Licht 
(254 nm) sichtbar gemacht und die Anzahl der Basenpaare durch Mitführen des GeneRuler 
1 NE'1$/DGGHUThermo Fisher Scientific, Waltham, USA) bestimmt. 
 
TAE-Puffer 
50 mM Tris 
50 mM Essigsäure 
1 mM EDTA 
 
2.5.4 Plasmidpräparation 
Die Isolierung von Plasmid-'1$ HUIROJWH XQWHU 9HUZHQGXQJ GHV 1XFOHR6SLQ 3ODVPLG
(Macherey-Nagel, Düren) aus 5 ml inokuliertem LB-Medium. Abweichend der Angaben des 
Herstellers wurden die Plasmide mit 40 µl ddH2O eluiert. 
 
2.5.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Genfragmente wurden nach Herstellerangaben mit Hilfe des Phusion High-Fidelity PCR 




raco_for CAG CCA TAT GGC AGA ATA TAA AGT TTT G 
raco_rev GGT GCT CGA GTT ATT CTA CTG AAG 
cfsB_for TAA GAA GGA GAT ATA CCA TGG GC 
cfsB_rev GAT GAG CTC GAG TTA GAC ATT CCA GCG TTG 
cfsA_for ATC ATA AGA TCT CCA TCA TCA TCA TCA TCA CG 
cfsA_rev GCG GTT TCT TTA CCA GAC TCG AG 
 
2.5.6 Dephosphorylierung von linearisierten Vektoren 
Um bei einer Ligationsreaktion den Vektorschluss ohne Insert zu vermeiden wurde die FastAP 
7KHUPRVHQVLWLYH $ONDOLQH 3KRVSKDWDVH Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) nach 





2.5.7 Reinigung von PCR-Produkten und Elution von DNA aus Agarosegelen  




Mit Ausnahme des Gens acsC wurden alle verwendeten Gene in den Expressionsvektor 
pET-28a-His/TEV kloniert. Dieser enthielt Sequenzen, welche für einen N-terminalen 
Hexahistidin-tag (His6-tag) und eine Peptiderkennungssequenz für die Tobacco-Etch-Virus 
(TEV)-Endopeptidase codieren. Bei der Expression entstand so ein Fusionsprotein, was N-
terminal durch den His6-tag und der TEV-Protease-Spaltungs-Sequenz verlängert war. Dies 
ermöglichte die Reinigung der Proteine mittels Nickel-Affinitätschromatographie. Der His6-tag 
konnte durch die Erkennungssequenz für die TEV-Endopeptidase proteolytisch abgespalten 
werden. Dadurch entstanden rekombinante Proteine, welche sich durch ein zusätzliches N-
terminales Glycin von der nativen Proteinsequenz unterschieden.  
Die Gene wurden mittels PCR amplifiziert. Anschließend wurden die Fragmente mit Hilfe des 
NucleoSpin Gel and PCR Clean-XS JHUHLQLJW und mit Restriktionsendonukleasen 
hydrolysiert. Im Falle des Gens PstS wurde der Vektor pET22b_PstS_1 (Addgene, Watertown, 
USA) hydrolysiert, um das DNA-Fragment zu erhalten. Für die Abtrennung der Nukleasen und 
die Analyse der DNA-Fragmente wurden die Proben mit einem 1 %igen Agarosegel 
elektrophoretisch aufgetrennt. 
Die Expressionsvektoren wurden mit Restriktionsendonukleasen und zusätzlich mit der 
)DVW$37KHUPRVHQVLWLYH$ONDOLQH3KRVSKDWDVHThermo Fisher Scientific, Waltham, USA) 
behandelt. Sowohl die DNA-Fragmente als auch der hydrolysierte Expressionsvektor wurden 
im Anschluss mit dem NucleoSpin Gel and PCR Clean-XS 0DFKHUH\-Nagel, Düren) 
gereinigt. Abschließend wurden die Gene in den jeweiligen Expressionsvektor ligiert und in 
Escherichia coli '+Į-Zellen transformiert. Von den transformierten Zellen wurde eine Kolonie 
in 5 ml LB-Medium kultiviert. Nach der Präparation wurden die Plasmide von der Firma 
Eurofins Scientific (Ebersberg) sequenziert. Eine Übersicht über die verwendeten Gene, 











Tabelle 2-1. Übersicht der verwendeten DNA und Restriktionsendonukleasen für die 
Klonierung der angegebenen Gene. 


































2.6.1.1 Transformation chemisch-kompetenter Zellen 
1 µl Plasmid-DNA (50 ± 100 ng/µl) wurde zu 200 µl chemisch-kompetenter Zellen gegeben 
und für 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42 °C für 45 s wurden die Zellen 
für 3 min auf Eis gelagert. Anschließend wurde 1 ml SOB-Medium zugesetzt und der Ansatz 
für 60 min bei 37 °C unter Schütteln kultiviert. Auf eine LB-Selektivagar-Platte wurden 50 µl 
gegeben, ausplattiert und bei 37 °C über Nacht inkubiert.  
 
2.6.1.2 Transformation elektrisch-kompetenter Zellen 
Für die simultane Transformation von zwei unterschiedlichen Plasmiden wurden auf Grund 
der höheren Kompetenz elektrisch-kompetente Zellen verwendet. Hier wurde je 1 µl der 
jeweiligen Plasmid-DNA zu 200 µl kompetenter Zellen gegeben. Die Transformation erfolgte 
durch das Anlegen einer Spannung von 2500 V. Unmittelbar danach wurden die Zellen mit 
1 ml auf 37 °C erwärmtes SOB-Medium gemischt und bei 37 °C für 1 h kultiviert. Die Zellen 
wurden bei 5000 g für 1 min pelletiert, der Überstand abgenommen und das Pellet in 100 µl 
SOB-Medium resuspendiert. Diese 100 µl wurden auf LB-Selektivagar ausplattiert und bei 
37 °C über Nacht inkubiert. 
 
2.6.2 Rekombinante Genexpression in Escherichia coli 
Für die rekombinante Genexpression wurde die Plasmid-DNA wie im Abschnitt 2.6.1 




50 ml LB-Medium inokuliert und für 16 h bei 37 °C und 140 rpm kultiviert. Von dieser Vorkultur 
wurden 30 ml in 2 l TB-Medium überführt und bis zur gewünschten optischen Dichte bei 
600 nm (OD600) bei 37 °C und 120 rpm inkubiert. Die Induktion der rekombinanten 
Genexpression erfolgte durch Zugabe von 1 mM Isopropyl-ȕ-D-thiogalactopyranosid (IPTG) 
nach einer 20-minütigen Inkubation auf Eis. Im Falle einer Expression eines Eisen-Schwefel-
Cluster-Proteins wurde die Expressionskultur zusätzlich mit 0,3 mM FeSO4 und 0,3 mM Na2S 
supplementiert und diese Konzentration 2 h nach IPTG-Zugabe auf 0,6 mM erhöht. 
Abschließend wurden die Zellen bei 20 °C und 120 rpm für 20 h kultiviert und mittels 
Zentrifugation (Avanti J-20 Zentrifuge, Beckman Coulter GmbH, Krefeld) bei 6000 rpm für 
20 min geerntet. 
 
2.7 Proteinreinigung 
Alle verwendeten Puffer wurden filtriert und nach mindestens 7 Zyklen an der Vakuum-Gas-
Anlage (Abschnitt 2.2) abschließend entgast. Die Zugabe von Reduktionsmitteln erfolgte erst 
unmittelbar vor der Nutzung des Puffers. Für alle chromatographischen Reinigungen wurde 
das 6\VWHPb.7$3XULILHUYRQ*(+HDOWKFDUHYHUZHQGHW)DOOVQLFKWDQGHUVEHVFKULHEHQ
wurde nach Zellaufschluss als initialer Reinigungsschritt die immobilisierte Metallchelat-
Affinitätschromatographie (IMAC) durchgeführt. Im Anschluss wurde das Eluat 1:10 mit 
Anionen-/DXISXIIHUYHUGQQWXQGPLWȕ-Mercaptoethanol (Endkonzentration von 10 mM) und 
1 mg His6-TEV-Protease pro 100 mg Protein versetzt. Nach einer Inkubation bei Raum-
temperatur über Nacht erfolgte eine IMAC mit gekoppelter Anionenaustauschchroma-
tographie, um abgespaltene His6-tag-Peptide, die His6-TEV-Protease und nicht-hydrolysierte 
Fusionsproteine abzutrennen. Protein, welches keinen His6-tag mehr besitzt, passiert die 
IMAC und interagiert nur noch mit dem Material der Anionenaustauschchromatographie. Das 
jeweilige Protein wurde eluiert und einer Größenausschlusschromatographie 120 ml Superdex 
3UHS*UDGH *(+HDOWKFDUH, Illinois, USA) unterzogen. RACo wurde mittels Amicon 
Ultra-15, PLTK Ultracel-3/0HPEUDQN'DDXI± 35 mg/ml und MDCC-PBP mittels 
Amicon Ultra-15, PLTK Ultracel-PL 0HPEUDQN'DDXI± 5 mg/ml konzentriert. Beide 
Proteine wurden in flüssigem Stickstoff gefroren und in anaeroben Rotilabo-
.XU]JHZLQGHIOlVFKFKHQ1' bei -80 °C gelagert. CoFeSP wurde mit der Amicon Ultra-15, 




5 g Zellfeuchtmasse wurde in 50 ml Zellaufschlusspuffer resuspendiert, mit 0,1 mg/ml 
Lysozym (Applichem, Darmstadt) versetzt und 30 min unter Rühren inkubiert. Die Zellen 




%: 50) behandelt und unlösliche Zellbestandteile mit 30000 rpm für 30 min durch 




50 mM MOPS/NaOH pH 7,5 
150 mM NaCl 
 
2.7.2 Immobilisierte Metallchelat-Affinitätschromatographie (IMAC) 
Da die rekombinant hergestellten Proteine einen N-terminalen Hexahistidin-tag besaßen, 
konnten die Proteine mit Hilfe der immobilisierten Metallchelat-Affinitätschromatographie 
gereinigt werden. Die verwendete Sepharose enthält immobilisierte Ni2+-Ionen, die mit dem 
His6-tag koordinativ interagieren können. Die Elution des Proteins erfolgte durch eine 
Erhöhung der Imidazolkonzentration. Für die beschriebenen Reinigungen wurden Leersäulen 
der Firma Agarose Bead Technologies (Miami, USA) mit einem Volumen von 8 ml, 20 ml und 
35 PO GHV0DWHULDOV 1L 6HSKDURVH+LJK 3HUIRUPDQFH YRQ*(+HDOWKFDUH (Illinois, USA) 
verwendet. 
Falls nicht anders beschrieben, wurde die Reinigung mittels IMAC nach folgender Methode 
durchgeführt: 
 
Äquilibrieren: 3 Säulenvolumen IMAC-Laufpuffer 
Laden des Zelllysates   
Waschen: 10 Säulenvolumen IMAC-Laufpuffer 
Elution: 2 Säulenvolumen IMAC-Elutionspuffer 
Flussgeschwindigkeit: 3 ml/min 
 
 IMAC-Laufpuffer  IMAC-Elutionspuffer  
 50 mM Tris/HCl pH 8  50 mM Tris/HCl pH 8  
 200 mM NaCl  200 mM NaCl  
 20 mM Imidazol  250 mM Imidazol  
 
2.7.3 Anionenaustauschchromatographie 
Alle in dieser Arbeit gereinigten Proteine besitzen einen isoelektrischen Punkt bei pH-Werten 
von unter 6. Da die verwendeten Puffer einen pH-Wert von mindestens 7,5 besaßen, waren 
die Nettoladungen der zu reinigenden Proteine negativ. Dieser Zustand ermöglichte die 
Anwendung einer Anionenaustauschchromatographie. Die negativ geladenen Proteine 




Ionenkonzentration können die gebundenen Proteine vom Säulenmaterial verdrängt und somit 
eluiert werden. Für diesen Reinigungsschritt wurde eine 9 ml-Leersäule der Firma Agarose 
Bead Technologies (Miami, USA), 46HSKDURVH)DVW)ORZ*(+HDOWKFDUH, Illinois, USA) 
und folgende Methode verwendet: 
 
Äquilibrieren: 3 Säulenvolumen AAC-Laufpuffer 
Laden des Zelllysates   
Waschen: 2 Säulenvolumen AAC-Laufpuffer 
Elution: 2 Säulenvolumen AAC-Elutionspuffer 
Flussgeschwindigkeit: 2 ml/min 
 
 AAC-Laufpuffer  AAC-Elutionspuffer  
 50 mM Tris/HCl pH 8  50 mM Tris/HCl pH 8  




Bei dieser Chromatographie geschieht die Auftrennung der Moleküle nach ihrem hydro-
dynamischen Radius. Das Säulenmaterial enthält Poren, in welche die Moleküle je nach Größe 
ihres hydrodynamischen Radius unterschiedlich tief diffundieren können. Dadurch entstehen 
verschiedene Retentionszeiten. Die Vorgehensweise bei diesem Reinigungsschritt war: 
 
35 ml Sephadex G-*(+HDOWKFDUH, Illinois, USA) 
 
Äquilibrieren: 2 Säulenvolumen GAC-Laufpuffer 
Laden des Zelllysates   
Flussgeschwindigkeit: 5 ml/min 
 
PO6XSHUGH[3UHS*UDGH*(+HDOWKFDUH, Illinois, USA) 
 
Äquilibrieren: 1,5 Säulenvolumen GAC-Laufpuffer 
Laden des Zelllysates   
Flussgeschwindigkeit: 1 ml/min 
 
GAC-Laufpuffer 
50 mM MOPS/NaOH pH 7,5 




2.8 Proteinbiochemische und biophysikalische Methoden 
 
2.8.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 
Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde nach Laemmli 
durchgeführt106. Dabei wurden die Proben mit 5x SDS-Probenpuffer und 5 min bei 100 °C 
denaturiert. Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung 175 V für 55 min. Für alle Analysen 
wurden 12 %ige Polyacrylamidgele und als Größenreferenz der PageRuler Prestained Protein 
/DGGHU Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) verwendet. Zur Färbung der Proteine 
wurden die Polyacrylamidgele über Nacht in Färbelösung inkubiert und abschließend die 
Hintergrundfärbung mit Entfärbungslösung entfernt. 
 
Sammelgel  Trenngel  5 x SDS-Probenpuffer 
16,5 % (v/v) Rotiphorese 
*HO&DUO5RWK
GmbH, Karlsruhe) 
 40 % (v/v) Rotiphorese 
*HO&DUO5RWK
GmbH, Karlsruhe) 
 313 mM Tris/HCl pH 6,8 
50 % (v/v) Glycerol 
10 % (v/v) SDS 
125 mM Tris/HCl (pH 6.8)  375 mM Tris/HCl pH 8.8  YYȕ-
Mercaptoethanol 0,1 % (w/v) SDS 0,1 % (w/v) SDS 
0,08 % (v/v) TEMED  0,08 % (v/v) TEMED  0,1 % (v/w) 
Bromphenolblau 0,05 % (w/v) APS 0,05 % (w/v) APS 
 
Laufpuffer  Färbelösung  Entfärbungslösung 
192 mM Glycin  10 % (v/v) Essigsäure  10 % (v/v) Essigsäure 
25 mM Tris  0,3 mM Coomassie 
Brilliant Blue G250 
 
0,1 % (w/v) SDS 
 
2.8.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 
 
2.8.2.1 Berechnung über Lambert-Beer 
Zur Konzentrationsbestimmung wurden die theoretischen Extinktionskoeffizienten der 
Proteine bei 280 nm nach Gill und von Hippel107 über die Plattform Protparam108 bestimmt. Mit 
Hilfe des Lambert-Beer Gesetz und der Extinktion der Proteinlösungen bei 280 nm wurde die 
Proteinkonzentration berechnet. 
Da auch Eisen-Schwefel-Cluster eine Extinktion bei 280 nm besitzen, wurde im Falle eines 
Eisen-Schwefel-Cluster-Proteins die Proteinlösung vorab 1:10 mit Denaturierungspuffer 
verdünnt. Das darin enthaltene Guanidiniumhydrochlorid entfaltet das Protein und der niedrige 





50 mM MOPS/HCl pH 1 
5 M Guanidiniumhydrochlorid 
 
2.8.2.2 Konzentrationsbestimmung nach Bradford 
Für die Konzentrationsbestimmung von rekonstituiertem CoFeSP wurde der Quick Start 
%UDGIRUG3URWHLQ$VVD\%LR-Rad, Hercules, UK) gemäß der Herstellerangaben verwendet. 
 
2.8.3 Bestimmung des Cofaktorgehaltes 
 
2.8.3.1 Eisengehalt 
Die Bestimmung wurde gemäß Buchanan et al. durchgeführt109. Diese ermittelt die Fe2+-
Konzentration über die Bildung eines Phenantrolin-Fe2+-Komplexes und die daraus 
resultierende Absorption bei 512 QP)U&R)H63ZXUGHQ QPROXQGIU5$&R nmol 
Protein verwendet. Zu 250 µl Proteinlösung wurden 7,5 µl einer 25 %igen (v/v) HCl-Lösung 
gegeben und für 10 min bei 80 °C inkubiert. Nach einer Zentrifugation von 10 min bei 10000 g 
wurde der Überstand abgenommen und mit 750 µl ddH2O, 50 µl einer 10 %igen (w/v) 
Hydroxylaminlösung und 250 µl einer 0,1 %igen (w/v) Phenantrolinlösung versetzt. 
Abschließend wurde die Probe für 30 min bei 20 °C inkubiert und die Absorption am UV/Vis-
6SHNWURPHWHU $JLOHQW  'LRGH $UUD\ (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) bei 
512 nm gemessen. Zudem wurde eine Kalibriergerade im Bereich von 0 ± 20 nmol 
Ammoniumeisen(II)-sulfat für die Konzentrationsberechnung erstellt.  
 
2.8.3.2 Cobalamingehalt 
Gereinigtes CoFeSP wurde unter Verwendung von 20 mM Kaliumcyanid auf den 
Cobalamingehalt untersucht110. Dabei entsteht ein Dicyanoderivat, dessen Konzentration über 
GLH([WLQNWLRQVNRHIIL]LHQWHQİ369 = 31,1 mM-1 cm-1 XQGİ584 = 11,0 mM-1 cm-1 bestimmt werden 
kann. Hierfür wurden 5 ± 10 µl Proteinlösung in 1 ml Kaliumcyanid-Puffer gegeben und für 
5 min bei 90 °C inkubiert. Nach Zentrifugation für 5 min bei 12000 g wurde die Absorption des 
Überstandes am UV/Vis-6SHNWURPHWHU $JLOHQW  'LRGH $UUD\ (Agilent Technologies, 
Santa Clara, USA) bei den Wellenlängen 369 nm und 584 nm gemessen. 
 
Kaliumcyanidpuffer 
50 mM CAPS/NaOH pH 10 




2.8.4 Bestimmung der Orthophosphatkonzentration mittels Malachitgrün 
Die Orthophosphatkonzentration wurde mit einer leicht veränderten Variante nach Lanzetta et 
al. bestimmt111. Dabei wurden 100 µl der zu analysierenden Probe zu 800 µl Malachitgrün-
Lösung gegeben und für 1 min im Dunkeln inkubiert. Abschließend wurden 100 µl Stopp-
Lösung zu dem Ansatz gegeben und die Absorption bei 630 nm bestimmt. Bei 
Konzentrationen über 10 nmol/ml des Orthophosphats wurde die Probe vorher mit ddH2O auf 
1 ± 10 nmol/ml verdünnt. Die Berechnung der Orthophosphatkonzentration erfolgte mit Hilfe 
einer Kalibiergeraden im Bereich von 1 ± 10 nmol Orthophosphat pro ml.  
 
 Malachitgrün-Lösung  Stopp-Lösung  
 0,35 mM Malachigrün-
Oxalat 
 1 M Natriumcitrat 
1 M HCl 
 
 1 M HCl    
 8,5 mM (NH4)6Mo7O24    
 ÅYY7ULWRQ;-100    
 
2.8.5 Michael-Addition von Cysteinen mit N-[2-(l-maleimidyl)ethyl]-7-
(diethylamino)coumarin-3-carboxamid 
Die Konjugation von N-[2-(l-maleimidyl)ethyl]-7-(diethylamino)coumarin-3-carboxamid 
(MDCC) an das Cystein erfolgte nach Kunzelmann und Webb112. Abweichend davon wurde 
das MDCC vorab in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst und der Puffer mit 2 mM Tris(2-
carboxyethyl)phosphin (TECP) versetzt. 
 
2.8.6 UV/Vis Spektroskopie 
Wenn nicht anders beschrieben wurden Absorptionsspektren im ultravioletten und sichtbaren 
Bereich (UV/Vis) mit Quarzküvetten unter anoxischen Bedingungen an einem Diodenarray-




Alle Messungen wurden an dem Model SX-20 MV$SSOLHG3KRWRSK\VLFV, Leatherhead, UK) 
bei 25 °C unter Verwendung eines Monochromators und eines Photomultiplier-Elements 
durchgeführt. Die AnpDVVXQJGHU'DWHQHUIROJWHEHUGLH6RIWZDUH3UR'DWD6;$SSOLHG
Photophysics, Leatherhead, UK) oder *UD)LW(ULWKDFXV6RIWZDUH/LPLWHG, West Sussex, 
UK). Die UV/Vis-absorptionsspektroskopischen Messungen wurden bei der Wellenlänge 




Untersuchungen wurde die Durchgangslänge von 0,2 cm genutzt. Mit Ausnahme der 
Phosphatdissoziation von Co(II)FeSP:RACored (2.9.6) wurden alle Messungen mindestens 
dreimal durchgeführt und der Mittelwert gebildet. Die Standartabweichungen sind in den 
jeweiligen Diagrammen als Fehlerbalken dargestellt.  
 
2.9.1 Charakterisierung des Elektronentransfers zwischen RACo und CoFeSP 
RACo wurde in ET-Puffer verdünnt und durch Zugabe von 1 mM Natriumdithionit (DT) 
reduziert. Die Lösung wurde in einen Konzentrator Amicon Ultra-15, PLTK Ultracel-PL 
0HPEUDQ  N'D gegeben und gemäß der Herstellerangaben auf 10 % des Volumens 
eingeengt. Das Volumen wurde mit ET-Puffer auf das Ausgangsvolumen erhöht und wieder 
auf 10 % des Volumens konzentriert. Dieser Zyklus wurde insgesamt 6-mal wiederholt. 
CoFeSP wurde mit ET-Puffer in 90 % des Ausgangsvolumens verdünnt und beide 
Proteinlösungen miteinander gemischt. Die Endkonzentration des Komplexes 
Co(II)FeSP:RACored betrug 10 µM. Der Elektronentransfer wurde mittels stopped-flow-
Spektroskopie gemessen. Dabei wurden variierende ATP-Mengen in ET-Puffer gelöst und in 
gleichen Volumina mit 10 µM Co(II)FeSP:RACored gemischt. Die mathematische Anpassung 
erfolgte gemäß der Gleichung 1. 
 
ሻݐଷଽ଴ሺܣ  ൌ Ͳܣ כ ݁ି௞೚್ೞכ௧ ൅ ܿ (G1) 
 
A390(t) entspricht der zeitabhängigen Absorption bei 390 nm, A0 der Amplitude, kobs der 
Geschwindigkeitskonstante und c der Absorption zum Zeitpunkt t0. Die 
Extinktionskoeffizienten von reduziertem und oxidiertem RACo, CoFeSP und CoFeSP ohne 
Cobalamin wurden gemessen, um eine theoretische Absorptionsänderung bei 390 nm (Atheo) 
YRQ ¨İ390= 17,3 mM-1 cm-1 für den Elektronentransfer zu berechnen. Zur Berechnung der 
Menge der übertragenen Elektronen wurde Gleichung 2 verwendet. 
 
ܲܵ݁ܨ݋ܥȀି݁݁ݐݎ݁݅ݎ݂݁ݏ݊ܽݎݐ  ൌ  ஺଴஺೟೓೐೚ (G2) 
 
A0 entspricht der gemessenen Amplitude und Atheo der theoretischen Absorptionsänderung 
bei 390 nm. 
 
ET-Puffer 
100 mM Tris/HCl pH 7,5 






2.9.2 Elektronenübergang in Abhängigkeit von der Ammoniumchloridkonzentration 
Bei variierenden NH4Cl-Konzentrationen und einer Endkonzentration von 1 mM ATP und 
3 mM MgCl2 wurde der Elektronentransfer gemäß 2.9 gemessen. Abweichend von 2.9 erfolgte 
die Anpassung der Daten gemäß Gleichung 3. 
 
ሻݐଷଽ଴ሺܣ  ൌ ௧כͲଵ݁ି௞೚್ೞభܣ ൅ ௧כͲଶ݁ି௞೚್ೞమܣ ൅ ܿ (G3) 
 
A390(t) entspricht der zeitabhängigen Absorption bei 390 nm, A01 und A02 den Amplituden des 
Elektronenübergangs, kobs1 und kobs2 den Geschwindigkeitskonstanten und c der Absorption 
zum Zeitpunkt t0. Die Anpassung der Geschwindigkeitskonstanten in Abhängigkeit zur 
Ammoniumchloridkonzentration erfolgte gemäß des rapid-equilibrium-Modells (Gleichung 4). 
 
 
 ݇௢௕௦ ൌ ௞೗೔೘כሾ௟௜௚ሿ௄ವାሾ௟௜௚ሿ (G4) 
 
kobs entspricht der Geschwindigkeitskonstanten, [lig] ist die Ligand-Konzentration, klim der 
limitierenden Geschwindigkeitskonstanten und KD der Dissoziationskonstanten. Die 
Anpassung der transferierten Elektronen in Abhängigkeit zur Ammoniumchloridkonzentration 
geschah unter Verwendung der Langmuir-Isotherme gemäß Gleichung 5. 
 
 
 ݁ି௧௥௔௡௦ ൌ݁ି௠௔௫ כ ௄כሾ௟௜௚ሿଵା௄כሾ௟௜௚ሿ (G5) 
 
e-trans entspricht der Anzahl der transferierten Elektronen, [lig] der Ligand-Konzentration, e-max 
der maximal-transferierten Elektronen und K dem Langmuir-Koeffizienten. Der Langmuir-
Koeffizient ist als Assoziationskonstante definiert, der gemäß Gleichung 6 zur Berechnung der 
Dissoziationskonstante KD verwendet werden kann: 
 
஽ܭ  ൌ ଵ௄ (G6) 
 
Für abnehmende Werte für die Anzahl der transferierten Elektronen in Abhängigkeit von der 
Ligand-Konzentration wurde die Langmuir-Gleichung wie folgt modifiziert: 
 




Dabei entspricht e-trans der Anzahl der transferierten Elektronen, [lig] der Ligand-Konzentration, 
e-max der maximal-transferierten Elektronen, A der Amplitude und K dem Langmuir-
Koeffizienten. Der minimal-limitierende Wert e-min wurde gemäß Gleichung 8 bestimmt. 
 
 ݁ି௠௜௡ ൌ݁ି௠௔௫ െ  (G8) ܣ
 
2.9.3 Elektronenübergang in Abhängigkeit von der Kaliumchloridkonzentration 
Der Elektronentransfer wurde bei verschiedenen KCl-Konzentrationen und einer 
Endkonzentration von 1 mM ATP und 3 mM MgCl2 gemessen. Die Anpassung der 
Geschwindigkeitskonstanten in Abhängigkeit zur Kaliumkonzentration erfolgte gemäß der Hill-
Gleichung (Gleichung 9). 
 
 ݇௢௕௦ ൌ ሾ௄஼௟ሿ೙௄ಲ೙ାሾ௄஼௟ሿ೙ (G9) 
 
kobs entspricht der Geschwindigkeitskonstanten, n dem Hill-Koeffizienten und KA der KCl-
Konzentration der halben limitierenden Ratekonstante. Für die Anpassung der transferierten 
Elektronen in Abhängigkeit zur Kaliumkonzentration wurde die Langmuir-Isotherme gemäß der 
Gleichung 5 genutzt. 
 
2.9.4 Bestimmung von KD und klim in Abhängigkeit der ATP-Konzentration 
Die Zusammensetzung des ET-Puffers wurde mit 500 mM KCl, 150 mM NH4Cl oder 500 mM 
KCl + 150 mM NH4Cl modifiziert. Die Endkonzentration von MgCl2 lag bei jeder Messung 5 mM 
über der verwendeten ATP-Endkonzentration. Die Anpassung der 
Geschwindigkeitskonstanten in Abhängigkeit zur ATP-Konzentration erfolgte gemäß des 
rapid-equilibrium-Modells (Gleichung 4). 
 
2.9.5  Charakterisierung der Interaktionen von RACoox und Co(II)FeSP mittels 
Tryptophanfluoreszenz 
Die Assoziationsstudien von RACo und CoFeSP wurden über die Änderung der 
Tryptophanfluoreszenz bei einer Anregungswellenlänge von 280 nm und einem 
Emissionsfilter mit dem cut-off 320 nm verfolgt. Dabei wurden 0,5 µM CoFeSP und variierende 
Konzentrationen von RACo eingesetzt. Zur mathematischen Annäherung wurde Gleichung 10 
verwendet. 
 





rF(t) entspricht der zeitabhängigen relativen Fluoreszenz, A0 der Amplitude, kobs der 
Geschwindigkeitskonstante und c der relativen Fluoreszenz zum Zeitpunkt t0. Da die 
gemessenen Daten durch mono-exponentielle Regression angepasst werden konnten, 
wurden sie als Einzelbindungsmechanismus gemäß Reaktionsschema 2-1 interpretiert: 
 
  (RS2-1) 
 
Bei den gemessenen Reaktionen wurde mindesten eine 10-fach höhere Konzentration von 
RACo eingesetzt, wodurch die Daten gemäß einer Reaktion pseudo-erster Ordnung 
interpretiert werden konnten. Die Bindungskonstanten wurden daher durch lineare Regression 
unter Verwendung der Gleichung 11 bestimmt. 
 
 ݇௢௕௦ ൌ ݇௢௙௙ ൅ ݇௢௡ כ ሾܴ݋ܥܣሿ (G11) 
 
Dabei entspricht kobs der gemessenen Geschwindigkeitskonstanten, koff der 
Geschwindigkeitskonstanten der Dissoziation und kon der Geschwindigkeitskonstanten der 
Assoziation.  
 
2.9.6 Charakterisierung der Phosphatdissoziation von Co(II)FeSP:RACored 
Für die Detektion der Phosphatdissoziation nach der Hydrolyse von ATP wurde die konjugierte 
Variante des E. coli-eigenem Phosphatbindungsproteins MDCC-PBP nach Brune et al. 
verwendet113. Die Reaktionen wurden fluoreszenzspektroskopisch mit Hilfe der stopped-flow-
Spektroskopie gemessen. Bei einer Anregungswellenlänge von 425 nm wurde ein 
Emissionsfilter mit dem cut-off 455 nm genutzt. Verwendet wurden die Endkonzentrationen 
von 0,5 µM Co(II)FeSP:RACored und 10 µM MDCC-PBP. Um Reste von Phosphat im 
verwendeten ATP vor der Messung weitestgehend zu entfernen, wurde die ATP mittels 
Anionenaustauschchromatographie vorab gereinigt. Die mathematische Anpassung geschah 
mit Hilfe der Gleichung 12. 
 
ሻݐሺܨݎ  ൌ Ͳܣ כ ݁ି௞೚್ೞכ௧ ൅ ݇௦௦ כ ݐ ൅ ܿ (G12) 
 
Dabei entspricht rF(t) der zeitabhängigen relativen Fluoreszenz, A0 der Amplitude, kobs der 
Geschwindigkeitskonstante für die Phosphatdissoziation während des initialen 
Elektronenübergangs, kss der Geschwindigkeitskonstante für die Phosphatdissoziation im 





2.9.6.1 Anionenaustauschchromatographie zur ATP-Reinigung 
Die Abtrennung von Phosphaten erfolgte mit einer Leersäule der Firma Agarose Bead 
Technologies (Miami, USA) mit 3 POGHV0DWHULDOV46HSKDURVH)DVW)ORZ*(+HDOWKFDUH, 
Illinois, USA). Dazu wurde ATP in AP-Laufpuffer auf eine Konzentration von 0,5 µM gelöst und 
nach folgendem Verlauf gereinigt: 
 
Äquilibrieren: 5 Säulenvolumen AP-Laufpuffer 
Laden der ATP-Lösung  
Waschen: 10 Säulenvolumen zu 95 % AP-Laufpuffer 
und 5 % AP-Elutionspuffer 
Elution: 5 Säulenvolumen AP-Elutionspuffer 
Flussgeschwindigkeit: 1 ml/min 
 
ATP-haltiges Eluat wurde durch Überwachung der Leitfähigkeit gesammelt, um eine 
Konzentration von 500 mM KCl zu erhalten. 
 
 AP-Laufpuffer  AP-Elutionspuffer  
 20 µM Tris/HCl, pH 7.5  20 µM Tris/HCl, pH 7.5  
   1 M KCl  
 
 
2.10  Titration des ADP induzierten Elektronentransfers zwischen RACo und 
CoFeSP 
5 µM Co(II)FeSP:RACored wurden, wie im Abschnitt 2.9.1 beschrieben, in ET-Puffer mit 
500 mM KCl präpariert. Anschließend wurde ADP und MgCl2 zu der Lösung gegeben und die 
Konzentrationen schrittweise erhöht. Die MgCl2-Konzentration lag dabei 1 mM über der ADP-
Konzentration. Die Änderung in der Absorption bei 390 nm wurde am Diodenarray-UV/Vis-
6SHNWURPHWHU$JLOHQW'LRGH$UUD\(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) verfolgt. 
Die Anpassung der transferierten Elektronen in Abhängigkeit zur ADP-Konzentration erfolgte 









2.11  Präparation von Co(I)FeSP und Interaktionsanalyse von Co(I)FeSP und 
RACoox 
CoFeSP wurde auf die gewählte Konzentration in ET-Puffer mit 500 mM KCl verdünnt und 
durch Zugabe von 1 mM Titan(III)citrat reduziert. Die Lösung wurde mit Hilfe eines 
Konzentrators Amicon Ultra-15, PLTK Ultracel-3/ 0HPEUDQ  N'D DXI  % des 
Volumens eingeengt und mit ERT-Puffer auf das Ausgangsvolumen gebracht. Dieser Zyklus 
wurde insgesamt 6-mal wiederholt.  
Zur Charakterisierung der Interaktionen wurden zu Co(I)FeSP (Endkonzentration 2,5 µM) 
RACoox (QGNRQ]HQWUDWLRQ µM) gegeben und die Absorptionsänderung bei 390 nm am 
Diodenarray-UV/Vis-Spektrometer Agilent 8453 Diode ArrD\(Agilent Technologies, Santa 
Clara, USA) verfolgt. Abweichend von 2.8.6 wurden Glasküvetten (Spektralbereich: 320 ± 
2500 nm) verwendet. Durch die Verwendung von Glasküvetten wurde die Intensität von 
energiereichen UV-Licht mit einer Wellenlänge von unter 320 nm verringert, um eine mögliche 
Photoreduktion von Co(II)FeSP zu vermeiden. Die Geschwindigkeitskonstanten wurden mit 
Gleichung 1 bestimmt und als Einzelbindungsmechanismus gemäß Reaktionsschema 2-1 
interpretiert. Die Bindungskonstanten wurden anschließend durch lineare Regression unter 
Verwendung der Gleichung 11 ermittelt. Mit den daraus berechneten Geschwindigkeits-
konstanten konnte die Dissoziationskonstante (KD) bestimmt werden (Gleichung 13). 
 
஽ܭ  ൌ ௞೚೑೑௞೚೙  (G13) 
 
KD entspricht der Dissoziationskonstanten, koff die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation 
und kon der Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation. 
  
ERT-Puffer 
100 mM Tris/HCl pH 7,5 
150 mM NaCl 
500 mM KCl 
2 mM Dithiothreitol 
 
2.12  Charakterisierung der ATP-Hydrolyse während des Elektronentransfers 
von Co(II)FeSP:RACored 
Co(II)FeSP:RACored wurde in einer Endkonzentration von 20 µM gemäß Abschnitt 2.9.1 
präpariert. Um den Elektronenübergang zu starten wurden 50 µl der Lösung mit 50 µl einer 
ATP-Lösung gemischt und die Reaktion durch Zugabe von 6 µl 1 M Trichloressigsäure 




und mit 6 µl 1 M NaOH versetzt. Die ADP-Konzentration wurde mittels HPLC bestimmt. Die 
gemessenen ADP-Konzentrationen wurden anschließend an Gleichung 14 angepasst. 
 
 ሾܲܦܣሿሺݐሻ ൌ ஺஽௉ܣ כ ݁ି௞೚್ೞכ௧ ൅ ݇௦௦ כ ݐ ൅ ܿ (G14) 
 
Dabei entspricht [ADP](t) der zeitabhängigen ADP-Konzentration, AADP der Amplitude für den 
Elektronenübergang, kobs der Geschwindigkeitskonstante für den initialen Elektronen-
übergang, kss der Geschwindigkeitskonstanten für das darauffolgenden Gleichgewicht und c 
der ADP-Konzentration zum Zeitpunkt t0.  
 
2.12.1  ADP-Quantifizierung mittels HPLC 
)UGLH7UHQQXQJYRQ$73XQG$'3ZXUGHHLQH.URPDVLO-5-C18 3.9 x 250 mm HPLC-
Säule verwendet. Es wurde ein kontinuierlicher Gradient bei 30 °C gemäß folgender 
Mischungsverhältnisse genutzt: 
 
Zeit in min HPLC-Laufmittel-A in % HPLC-Laufmittel-B in % 
0 99,6 0,4 
0,9 99,6 0,4 
3,5 99,3 0,7 
6,1 99 1 
7,5 50 50 
8,5 50 50 
10 99,6 0,4 
16 99,6 0,4 
 
 HPLC-Laufmittel-A  HPLC-Laufmittel-B  
 10 mM K2HPO4/KH2PO4, 
pH 5.8 
 75 % Acetonitril 















3.1 Rekombinante Genexpression und Proteinreinigung 
Für die rekombinante Genexpression der Gene orf7 (codierend für RACo), acsC (codierend 
für CfsA) und acsD (codierend für CfsB) wurde der E. coli-Stamm Rosetta (DE3) verwendet. 
Die jeweiligen Gensequenzen wurden mit dem E. coli-Codon-Usage-$QDO\]HU  YRQ
Morris Maduro114 auf Codons mit kritischer Codonverwendung untersucht. Durch die 
Verwendung des E. coli-Stammes Rosetta (DE3) wurde der prozentuale Anteil von Codons 
mit kritischer Codonverwendung deutlich reduziert (Tab. 7-1, Anhang).  
Etablierte Genexpressions- und Reinigungsstrategien ergaben für RACo 47 ± 70 % des zu 
erwartenden Eisengehaltes und für CoFeSP nur 50 ± 80 % gebundenes Cobalamin und 55 ± 
90 % des Eisengehaltes. Des Weiteren neigte die rekombinante Genexpression von acsC zur 
Bildung von Inclusion Bodies100,115. Die nicht korrekte Ausbildung eines Eisen-Schwefel-
Clusters kann die Bildung von Inclusion Bodies begünstigen116. 
Um die korrekte Bildung der Eisen-Schwefel-Cluster im rekombinanten Proteinen RACo und 
CoFeSP zu unterstützen, wurden die Rosetta (DE3)-Zellen zusätzlich zum Expressionsvektor 
mit dem Plasmid pRKISC nach Nakamura et al. cotransformiert117.  
Das Plasmid pRKISC enthält Gene von Reifungsproteinen für die Eisen-Schwefel-Cluster- 
Assemblierung und kann bei rekombinanter Genexpression den Eisen-Schwefel-Cluster-
Gehalt und die Expression rekombinanter Eisen-Schwefel-Cluster-Proteine steigern. 
Zusätzlich wurden alle Expressionskulturen vor der Induktion der rekombinanten 
Proteinbiosynthese durch IPTG für 20 min auf Eis inkubiert. Durch den so erzeugten Cold 
Shock wird die Expression mehrerer E. Coli-eigenen Gene, welche für die rekombinante 
Genexpression nicht von großer Bedeutung sind, gehemmt118. Hinzu kommt eine erhöhte 
Expression von Genen, welche Chaperone codieren119. 
 
3.1.1 RACo 
Für die rekombinante Genexpression wurden transformierte Rosetta (DE3)-Zellen in 8 l TB-
Medium kultiviert. Die geerntete Zellfeuchtmasse lag bei 6,2 g pro l Kultur. Die Reinigung 
wurde gemäß Abschnitt 2.7 durchgeführt und durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
analysiert (Abb. 3-1). Die Ausbeute lag bei 69 ± 6 mg gereinigtes Protein je l Expressionskultur 






Abbildung 3-1. 12 %iges SDS-Gel der rekombinanten Genexpression und Reinigung von RACo. 
Aufgetragen wurden neben dem Größenstandard (M) Proben vor der Induktion durch IPTG (vI), nach 
der Ernte (E), des löslichen Überstand nach Zellaufschluss (Ü), nach der IMAC, nach der 
Anionenaustauschchromatographie (AC), nach der Größenausschlusschromatographie (GC) und 
2,5 µg und 5 µg des gereinigten Proteins. 
 
3.1.2 CoFeSP 
Wie im Abschnitt 2.5.8 beschrieben, wurde das Gen acsD in das Expressionsplasmid pET28a-
His/TEV und das Gen acsC in das Expressionsplasmid pET15b kloniert. Für die Bildung des 
Heterodimers wurden acsC in 6 l TB-Medium und acsD in 2 l TB-Medium exprimiert, die Zellen 
geerntet und in einem gemeinsamen Ansatz aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde zentrifugiert 
und der Überstand für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, um die Bildung des Heterodimers 
zu unterstützen. Der Überschuss der Expressionskultur von acsC ermöglichte eine 
annähernde Sättigung des Fusionsproteins der kleinen Untereinheit (His6-TEV-CfsA) mit der 
großen Untereinheit (CfsB) von CoFeSP. Abweichend von Abschnitt 2.7 wurde während der 
Anionenaustauschchromatographie das am Säulenmaterial immobilisierte Protein mit 
mindestens 20 Säulenvolumen Anionenlaufpuffer gewaschen, um das Imidazol des IMAC-
Elutionspuffers vollständig zu entfernen. Verbleidendes Imidazol hätte sonst bei der 
anschließenden Rekonstitution das Aquocobalamin koordinieren können120. 
Die Rekonstitution mit Aquocobalamin geschah in einem molaren Verhältnis von 1,2 M 
Aquocobalamin zu 1 M CoFeSP. Nach Zugabe des Cofaktors wurde der Ansatz über Nacht 
bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Abtrennung des überschüssigen Cobalamins und als finaler 
Reinigungsschritt wurde eine Größenausschlusschromatographie gemäß Abschnitt 2.7 
durchgeführt (Abb. 3-2). Die Ausbeute lag bei 16 ± 3 mg gereinigtes Protein je l 
Expressionskultur mit einem Eisengehalt von 3,96 ± 0,05 mol je mol CoFeSP (99 ± 1,3 % des 
zu erwartenden Eisengehaltes). Die Bestimmung des Cobalamingehaltes erfolgte nach Menon 






Abbildung 3-2. 12 %iges SDS-Gel der Rekombinante Genexpression und Reinigung von CoFeSP. 
Aufgetragen wurden der Größenstandard (M), Proben vor der Induktion durch IPTG (vI), nach der Ernte 
(E), des löslichen Überstand nach Zellaufschluss (Ü), nach der IMAC, nach der Anionenaustausch-




Für die rekombinante Expression wurde das Plasmid pET22b_PstS_1 (Plasmid #78198) der 
Firma Addgene (Watertown, USA) genutzt und die Kultivierung und Reinigung mittels 
Anionenaustauschchromatographie gemäß Solscheid et al. angewendet121.  
Die Analyse unter Verwendung des Malachitgrün-Assays111 ergab jedoch, dass das gereinigte 
Protein bereits zu 98 ± 2 % Orthophosphat (Pi) gebunden hatte, was für spätere Pi-
Detektionen ungünstig war. Da weder durch die in den Publikationen beschriebene 
Behandlung mit 7-Methylguanosin und der Purin-Nucleosid-Phosphorylase noch eine längere 
Waschphase während der Anionenaustauschchromatographie eine signifikante Verbesserung 
erreicht wurde, erfolgte ein alternativer Ansatz. Zunächst wurde versucht das Protein mit 
variierenden Konzentrationen von 1 ± 5 M Guanidiniumhydrochlorid partiell zu entfalten122. Die 
3URWHLQO|VXQJHQZXUGHQLQHLQHQ.RQ]HQWUDWRU9LYDVSLQ0:&23(6JHJHEHQ
und die Orthophosphatkonzentration des Durchflusses mit Hilfe des Malachitgrün-Assays 
bestimmt. Durch den verwendeten Konzentrator wird das Protein im Überstand gehalten, 
wohingegen sich dissoziiertes Pi bei einer Entfaltung des Proteins im Durchfluss nachweisen 
lassen müsste. Das Ergebnis zeigte, dass 2 M Guanidiniumhydrochlorid das Protein stark 






Abbildung 3-3. Analyse der Orthophosphatkonzentration des Durchfluss durch den 
.RQ]HQWUDWRU9LYDVSLQ0:&23(6. Die Konzentration des Orthophosphats wurde mit 
Hilfe des Malachitgrün-Assays bestimmt und in Verhältnis zur eingesetzten Proteinkonzentration 
gesetzt. 
 
Weiterführend wurde die DNA-Sequenz codierend für das Phosphatbindungsprotein (PBP) in 
den Vektor pET-28a-HIS/TEV kloniert. Das ermöglichte die Immobilisierung des Proteins am 
Säulenmaterial und das Entfernen des Phosphats, durch partielles Entfalten und Rückfalten 
des Proteins, im ersten Reinigungsschritt.  
Dafür wurde das Plasmid in BL21 (DE3)-Zellen transformiert und in 4 l TB-Medium kultiviert 
und geerntet. Die Zellen wurden aufgeschlossen und das Protein mittels IMAC zunächst 
immobilisiert. Abweichend vom Abschnitt 2.7.2 wurde das Protein nach dem Waschschritt 
nicht eluiert, sondern durch einen Laufpufferwechsel, welcher zusätzlich 2 M 
Guanidiniumhydrochlorid enthielt, partiell entfaltet, um das gebundene Pi zu entfernen. Nach 
5 Säulenvolumen wurde zu dem anfangs verwendeten Laufpuffer ohne 
Guanidiniumhydrochlorid gewechselt. Durch das Entfernen des Guanidiniumhydrochlorids 
kommt es zu einer Rückfaltung des Proteins noch während es am Säulenmaterial immobilisiert 
ist. Diese Methode konnte auch schon für andere His6-tag-Fusionsproteine beschrieben 
werden123. Anschließend wurde das Protein eluiert und einer Größenausschluss-
chromatographie unterzogen, um letzte Verunreinigungen und das Imidazol abzutrennen. Die 
oxidierende Wirkung des Imidazol hätte sich anderenfalls störend auf die nachfolgende 
Biokonjugation auswirken können. 
Nach der Konjugation des MDCC wurde überschüssiges MDCC mit Hilfe der 35 ml Sephadex 
G- *( +HDOWKFDUH abgetrennt. Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese zeigte ein 





Abbildung 3-4. 12 %iges SDS-Gel der rekombinante Genexpression und Reinigung von PBP. 
Aufgetragen wurden neben dem Größenstandard (M) Proben vor der Induktion durch IPTG (vI), nach 
der Ernte (E), des löslichen Überstand nach Zellaufschluss (Ü), nach der IMAC, nach der 
Anionenaustauschchromatographie (AC), nach der Größenausschlusschromatographie (GC) und 
2,5 µg und 5 µg des gereinigten Proteins. 
 
3.2 Optimierung der Reaktionsbedingungen der Elektronentransferreaktion 
von reduziertem RACo auf Co(II)FeSP 
Der ATP-abhängige Elektronentransfer vom reduzierten [2Fe2S]-Cluster von RACo auf 
Co(II)FeSP konnte durch Hennig et al. nachgewiesen werden77. Dabei wurde das [2Fe2S]-
Cluster von RACo mit Dithiothreitol (DTT) reduziert und der Elektronentransfer auf das Co2+ 
des Cobalamins durch Zugabe von ATP induziert. Der Übergang von Co(II)FeSP zu 
Co(I)FeSP kann dabei über die Absorption bei 390 nm und 475 nm verfolgt werden77,124,125. 
Für eine tiefer gehende kinetische Charakterisierung und die Bestimmung des 
geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes mussten die Reaktionsbedingungen jedoch 
zunächst optimiert werden. Es konnte gezeigt werden, dass für den ATP-abhängigen 
Elektronentransfer Mg2+ und K+ benötigt werden77. Ob es für beide Ionen ein 
Konzentrationsoptimum gibt und ob noch andere Ionen einen Einfluss haben, war jedoch nicht 
bekannt. Ungünstig für eine kinetische Analyse war auch die Verwendung von DTT als 
Reduktionsmittel. DTT besitzt pH-Wert-abhängig ein Redox-Potential von -332 mV bei pH 7 
und -366 mV bei pH 8,1126. Das Redox-Potential des [2Fe2S]-Clusters von RACo erhöht sich 
von -370 mV auf -337 mV im Komplex mit CoFeSP. Daraus folgt, dass sich das [2Fe2S]-
Cluster von RACo nur im Proteinkomplex CoFeSP:RACo bei nicht-physiologischen pH-Werten 
 8 mit DTT reduzieren lässt. Hinzu kommt, dass DTT über eine Radikalform das Co2+ des 
Cobalamins koordinieren kann127, was die Kinetik des Elektronentransfers zwischen RACo und 
CoFeSP beeinflussen könnte. Daher wurde versucht Bedingungen zu finden, welche die 





Natriumdithionit (DT) besitzt je nach Reaktionsbedingung mit einem Redox-Potential von            
-430 mV35 bis -660 mV128 die Fähigkeit, das [2Fe2S]-Cluster von RACo bei einem 
physiologischen pH-Wert zu reduzieren. Jedoch kann auch DT über die Bildung eines Radikals 
das Co2+ des Cobalamins koordinieren. Um dies weitgehend zu verhindern, wurden 5 µM 
RACo mit 1 mM DT reduziert und die DT-Konzentration durch mehrere Verdünnungs-
/Konzentrationszyklen auf höchstens 1 nM verringert. Dabei wurde versucht, die Oxidation des 
[2Fe2S]-Cluster durch 5 P0 ȕ-Mercaptoethanol verhindert. Das Redox-3RWHQWLDO YRQ ȕ-
Mercaptoethanol liegt je nach Bedingung zwischen -200 mV bis -250 mV129,130 und kann das 
[2Fe2S]-Cluster von RACo somit nicht reduzieren. Das gemessene Absorptionsspektrum wies 
nach den Verdünnungs-/Konzentrationszyklen auf eine vollständigere Reduktion des [2Fe2S]-
Clusters hin (Abb. 3-5A). Anschließend wurden das reduzierte RACo und Co(II)FeSP 
äquimolar gemischt und der Elektronentransfer durch Zugabe von 2 mM MgATP2- initiiert. Die 
Reduktion von Co(II)FeSP zu Co(I)FeSP wurde UV/Vis-spektroskopisch verfolgt. Das so 
gemessene UV/Vis-Differenzspektrum wurde anschließend mit dem UV/Vis-Differenz-
spektrum des Elektronentransfers nach der etablierten Methode nach Hennig et al.77 und 
einem berechneten UV/Vis-Differenzspektrum des Elektronentransfers verglichen. Das 
berechnete UV/Vis-Differenzspektrum wurde aus den spektralen Änderungen von reduzierten 
zu oxidierten RACo und dem Übergang Co(II)FeSP zu Co(I)FeSP ermittelt. Für einen 
besseren Vergleich wurden die Spektren auf einen einheitlichen Wert bei 390 nm normiert 




Abbildung 3-5. Reduktion von RACo und Differenzspektren des Elektronentransfers von RACored 
auf Co(II)FeSP. In A sind die Absorptionsspektren von oxidiertem RACo (schwarz), mit DTT 
reduziertem RACo (grün) und durch DT reduzierten und mit ȕ-Mercaptoethanol reduziert gehaltenem 
RACo (gelb) abgebildet. B zeigt das theoretische (berechnete) Differenzspektrum (schwarz) und die 
gemessenen Differenzspektren des Elektronenübergangs nach der von Hennig et al.77 etablierten 
Methode (blau) und des neu entwickelten Assays in Abwesenheit von DTT (rot). Die Berechnung des 





In Abbildung 3-5 ist zu erkennen, dass die Vermeidung von DTT während des 
Elektronentransfers zu einem UV/Vis-Differenzspektrum führt, welches in den Bereichen von 
300 ± 360 nm und 520 ± 570 nm größere Übereinstimmungen mit dem berechneten UV/Vis-
Differenzspektrum zeigt. Jedoch sind die Abweichungen von 450 ± 550 nm größer als in der 
etablierten Methode nach Hennig et al.77.  
 
3.3 Auswirkung verschiedener Kationen auf den ATP-gekoppelten 
Elektronentransfer 
Der MgATP2--Komplex ist das meistgenutzte Substrat für ATP-abhängige Enzyme. Für RACo 
konnte sowohl für den Elektronentransfer als auch für die basale ATP-Hydrolyse eine 
Abhängigkeit von Mg2+ und K+ nachgewiesen werden77. Da spezifische Aktivitäten für 
strukturähnliche Proteine auch in Anwesenheit anderer Ionen nachgewiesen werden 
konnten94,131,132, wurde die Aktivität von RACo in Abhängigkeit verschiedener Ionen näher 
untersucht. Dafür wurde die Änderung der Absorption bei 390 nm mittels stopped-flow-
Spektroskopie gemessen. Die jeweiligen Ionen besaßen eine Endkonzentration von 2 mM. 
Des Weiteren wurden mit einer Endkonzentration von 1 mM ATP und 5 µM des Komplexes 
aus reduziertem RACo und Co(II)FeSP die Bedingung für eine Reaktion pseudo-erster 
Ordnung erfüllt. Mg2+, K+ und NH4+ zeigten die Katalyse des ATP-abhängigen 
Elektronentransfers zwischen RACored und Co(II)FeSP. In Anwesenheit von Mn2+, Na+, Rb+, 
Ni2+, Fe2+ und Ca2+ konnte kein Elektronentransfer beobachtet werden. Alle Salze wurden in 
den jeweiligen Chlorid-Verbindungen verwendet, um einen Einfluss des Gegenions 
auszuschließen. 
Bei der gemessenen Reaktion handelt es sich um einen single turnover, in welchem jeweils 
nur 1 mol reduziertes RACo 1 mol Co(II)FeSP reduzieren kann. Dementsprechend wurden die 
kinetischen Parameter gemäß Gleichung 1 durch exponentielle Regression näher bestimmt. 
Abbildung 3-6 zeigt, dass die Geschwindigkeitskonstante des Elektronenübergangs und die 







Abbildung 3-6. Einfluss von verschiedenen Ionen auf den Elektronentransfer von 
Co(II)FeSP:RACored. In Abbildung A sind die übertragenen Elektronen/CoFeSP und in Abbildung B die 
Geschwindigkeitskonstanten der jeweiligen Bedingungen angegeben. Die Konzentration der Salze 
betrug 2 mM bei 1 mM ATP.  
 
Der höchste kobs von 1,61 × 10-2 s-1 und die meisten übertragenen Elektronen/CoFeSP 
konnten bei 2 mM NH4Cl gemessen werden. Die Verwendung von 2 mM KCl ergab sowohl 
den niedrigsten kobs von 4 × 10-3 s-1 als auch mit 0,06 die wenigsten übertragenen 
Elektronen/CoFeSP. Die ermittelte Geschwindigkeitskonstante bei 2 mM MgCl2 (6 x 10-3 s-1) 
war vergleichbar zu 2 mM KCl (4 x 10-3 s-1), aber war mit 0,28 übertragenen 
Elektronen/CoFeSP etwa fünfmal effizienter.  
Weiterführend wurde untersucht, wie MgCl2, KCl und NH4Cl in Kombination den 
Elektronenübergang beeinflussen. Dabei konnte bei der Verwendung von MgCl2 und KCl 
sowohl eine Erhöhung des kobs auf 2,84 × 10-2 s-1 als auch der übertragenen 
Elektronen/CoFeSP auf 0,5 beobachtet werden. Die Kombination von KCl und NH4Cl ergab 
mit 1,61 × 10-2 s-1 einen vergleichbaren kobs zu NH4Cl von 1,64 x 10-2 s-1. Der Wert der 
übertragenen Elektronen/CoFeSP lag zwischen den Werten der jeweiligen Einzelmessungen. 
Die kinetischen Parameter der Kombination von MgCl2 und NH4Cl konnten mathematisch nur 
durch doppelt-exponentielle Regression gemäß der Gleichung 3 bestimmt werden (Abb. 3-7). 
Die Geschwindigkeitskonstante kobs1 war mit 0,287 s-1 höher als alle zuvor bestimmten 
Geschwindigkeitskonstanten und kobs2 lag mit 0,046 s-1 leicht höher als NH4Cl. Die Summe der 
transferierten Elektronen war mit 0,66 ebenfalls höher als unter den zuvor gemessenen 
Bedingungen. Dieser Wert wich, im Gegensatz zu den Werten, welche durch mono-
exponentielle Regression bestimmt wurden, stark von den gemessenen Absorptions-
änderungen ab. Aus der Differenz zwischen dem Endwert (40,56 mM-1 cm-1) und dem 
Anfangswert (30,61 mM-1 cm-1) der Absorption ergaben sich nur 0,57 transferierte Elektronen 
pro CoFeSP. Diese Abweichungen resultieren wahrscheinlich aus Ungenauigkeiten in der 






Abbildung 3-7. Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten und der übertragenen Elektronen 
pro CoFeSP in Anwesenheit von 2 mM MgCl und 2 mM NH4Cl. (A) Mathematische Annäherung der 
Absorptionsänderung bei 390 nm durch mono-exponentielle Regression. (B) Mathematische 
Annäherung der Absorptionsänderung bei 390 nm durch doppel-exponentielle Regression. Das 
Residuum (Abweichung von der Regression) ist unter der jeweiligen mathematischen Annäherung in 
blau gezeigt.  
 
Da die Kombinationen von MgCl2 mit NH4Cl oder KCl die Geschwindigkeitskonstanten und die 
Anzahl der transferierten Elektronen deutlich steigerten, wurde der Einfluss variierender 
Ionenkonzentrationen auf den Elektronentransfer gemessen. Dafür wurde zunächst der 
Elektronentransfer bei verschiedenen NH4Cl-Konzentrationen und konstanter MgCl2-
Konzentration bestimmt.  
Es war zu erkennen, dass beide Geschwindigkeitskonstanten durch Erhöhung der NH4Cl-
Konzentration zunehmen (Abb. 3-8). Hieraus ergaben sich zwei limitierende Geschwindig-
keitskonstanten, welche sich in etwa um den Faktor 15 unterschieden. Die bestimmten KD-
Werte lagen mit KD1= 31,75 mM und KD2= 9 mM in einem ähnlichen Bereich.  
Für die Anzahl der transferierten Elektronen konnten bei 10 mM NH4Cl für beide 
Exponentialfunktionen noch ähnliche Werte bestimmt werden. Mit steigender NH4Cl-
Konzentration zeigte sich jedoch eine Zunahme der transferierten Elektronen der Exponential-
funktion mit höheren Geschwindigkeitskonstanten, wohingegen die Anzahl der transferierten 
Elektronen der Exponentialfunktion mit niedrigeren Geschwindigkeitskonstanten abnahm. Die 
vergleichbaren Langmuir-Koeffizienten von K1=0,09 mM-1 und K2=0,1 mM-1 lassen auf einen 
direkten Einfluss beider Reaktionen aufeinander schließen. Die Summe der übertragenen 







Abbildung 3-8. Einfluss der NH4Cl-Konzentration auf die Geschwindigkeitskonstanten (A + C) 
und transferierten Elektronen je CoFeSP (B + D). Die mathematische Anpassung der Daten erfolgte 
unter der Annahme eines rapid equilibriums (A + C) und der Verwendung der Langmuir-Isothermen-
Gleichung (B + D).  
 
Die gleiche Methode wurde genutzt, um den Einfluss der KCl-Konzentration zu bestimmen. In 
Abbildung 3-9 ist zu erkennen, dass die Erhöhung der KCl-Konzentration sowohl die 
Geschwindigkeitskonstante als auch die Anzahl der transferierten Elektronen erhöht. Die 
Anpassung der Geschwindigkeitskonstanten unter Verwendung der Hill-Gleichung mit einem 
Hill-Koeffizienten von 1,7 könnte auf zwei kooperative Bindungsstellen hinweisen. Im 
Gegensatz dazu zeigt die mathematische Anpassung der transferierten Elektronen an die 
Langmuir-Isotherme keinen Einfluss einer zweiten Bindungsstelle. Die Anzahl der 
transferierten Elektronen erreicht schon bei geringeren KCl-Konzentrationen von ca. 10 mM 
annähernd ihren maximalen Wert. Mit 0,51 liegt der maximale Wert der übertragenen 
Elektronen in etwa im selben Bereich wie in den vorgehenden Messungen. Da beide Werte 
bei 500 mM KCl annähernd gesättigt waren, wurde entschieden, die Elektronentrans-






Abbildung 3-9. Einfluss der KCl-Konzentration auf den Elektronentransfer von 
Co(I)FeSP:RACored. A zeigt die Geschwindigkeitskonstante und B die transferierten Elektronen je 
CoFeSP in Abhängigkeit von der KCl-Konzentration. Die mathematische Anpassung der Daten erfolgte 
unter Verwendung der Hill-Gleichung (A) und der Langmuir-Isothermen-Gleichung (B).  
 
Aus dem Langmuir-Koeffizienten der transferierten Elektronen in Abhängigkeit von der KCl-
Konzentration (K= 3,82 ± 0,28 mM-1) kann ein KD von 0,26 ± 0,02 mM errechnet werden. Das 
entspricht der KCl-Konzentration, bei der die Hälfte der maximal transferierten Elektronen 
übertragen wird. Damit ist die KCl-Konzentration, bei welcher die Hälfte der limitierenden 
Geschwindigkeitskonstante erreicht wird (KA=195 ± 15 mM), 750-mal größer. 
Storer und Cornish-Bowden konnten zeigen, dass sich die katalytisch aktive Spezies  
(MgATP2-) bevorzugt bei 1 mM-Überschuss von MgCl2 zu ATP bildet133. Für verschiedene 
Vertreter der ASKHA-Familie konnten die höchsten spezifischen Aktivitäten jedoch auch bei 
geringeren MgCl2-Konzentrationen gemessen werden134,135. Daher wurde untersucht, wie die 
optimale MgCl2-Konzentration unter diesen Bedingungen ist. In diesem Experiment wurden 
abweichend vom vorigen 2 mM ATP verwendet. Aus Abbildung 3-10 kann entnommen 
werden, dass die höchste Geschwindigkeitskonstante des Elektronenübergangs bei 7 mM und 
damit 5 mM über der verwendeten ATP-Konzentration lag. Die Anzahl der übertragenen 
Elektronen blieb mit 0,51 konstant. 
 





Durch die optimierten Bedingungen konnte die Geschwindigkeitskonstante des 
Elektronenübergangs bei 2 mM ATP von 4,8 x 10-3 s-1 auf 16,2 s-1 erhöht werden77. Dies 
ermöglichte die Bestimmung des ratenlimitierenden Schrittes und eine tiefergehende 
kinetische Analyse des Mechanismus.  
Hierfür wurde zunächst der Einfluss der ATP-Konzentration auf den Elektronenübergang 
untersucht. Abbildung 3-11 zeigt die Bestimmung der Dissoziationskonstanten unter rapid-




Abbildung 3-11. Bestimmung der KD- und klim-Werte von ATP unter Einfluss verschiedener Salze. 
Die Bestimmung der Parameter erfolgte unter Verwendung von 500 mM KCl (A), 150 mM NH4Cl (B) 
und 500 mM KCl + 150 mM NH4Cl (C). Die Anpassung der Daten erfolgte mittels rapid-equilibrium-
Regression. 
 
Die Sättigung der Geschwindigkeitskonstanten bei den jeweiligen ATP-Konzentrationen 
zeigte, dass nicht die Bindung, sondern ein nachfolgender Schritt limitierend für den 
Elektronentransfer ist. Die Dissoziationskonstanten und limitierenden Geschwindigkeits-
konstanten waren dabei abhängig von den anwesenden Ionen. Unter 500 mM KCl wurde 
sowohl der höchste klim von 46,61 ± 0,36 s-1 als auch der höchste KD von 4,03 ± 0,13 mM 
gemessen. Die Verwendung von 150 mM NH4Cl führte zu einem deutlich geringeren KD-Wert 
von 0,32 ± 0,01 mM und zu einem etwa dreimal kleineren klim von 14.62 ± 0,11 s-1. Der Einsatz 




und einem klim von 18,96 ± 0,24 s-1 vergleichbare Werte zu 150 mM NH4Cl. Die katalytische 
Effizienz (klim/KD) lag mit 29,6 ± 1,2 mM s-1 zwischen den Werten von 500 mM KCl 
(klim/KD=11,59 ± 0,27 mM s-1) und 150 mM NH4Cl (klim/KD=46,3 ± 0,9 mM s-1). Auch bei diesen 
Messungen blieb die Anzahl der übertragenen Elektronen in einem Bereich von 0,51 ± 0,55 
annähernd konstant. 
Eine Möglichkeit, wie NH4+ und K+ den Elektronentransfer beeinflussen könnten, ist die 
Veränderung der Interaktionen zwischen RACo und CoFeSP. Die Ionen könnten den 
Proteinkomplex Co(II)FeSP:RACored stabilisieren oder destabilisieren und so die Kinetik des 
Elektronentransfers beeinflussen136,137. Wie aus der Struktur des Proteinkomplexes zu 
erkennen ist, öffnet die Komplexbildung die ATP-Bindungstasche und erhöht die Rate der 
ATP-Hydrolyse100. Daher wurde untersucht, welchen Einfluss NH4+ und K+ in den jeweiligen 
Konzentrationen auf die Bildung des Proteinkomplexes haben. Dazu wurde die Änderung der 
Tryptophan-Fluoreszenz bei der Bildung des Proteinkomplexes über die Zeit verfolgt und die 
kinetischen Konstanten kon und koff gemäß Abschnitt 2.9.5 bestimmt (Abb. 3-12). 
 
 
Abbildung 3-12. Einfluss von ( ) 150 mM NaCl, ( ) 150 mM NaCl + 150 mM NH4Cl, ( ) 150 mM 
NaCl + 500 mM KCl und ( ) 650 mM NaCl auf die Komplexbildung von RACoox und Co(II)FeSP. 
 
Die Geschwindigkeitskonstanten der Komplexassoziation nehmen mit zunehmender 
Ionenstärke ab. 150 mM NaCl + 500 mM KCl führen mit einem kon von 0,042 ± 0,019 µM-1 s-1 
zu einem vergleichbaren Wert wie mit 650 mM NaCl (kon= 0,046 ± 0,002 µM-1 s-1). Schwächere 
Ionenkonzentrationen wie 150 mM NaCl (kon= 0,226 ± 0,011 µM-1 s-1) und 150 mM NaCl + 
150 mM NH4Cl (kon= 0,123 ± 0,024 µM-1 s-1) führen zu höheren Assoziationsraten. Die 
Geschwindigkeitskonstanten der Komplexdissoziation waren unter den verschiedenen 
Bedingungen annähernd gleich. Die Standardabweichung war jedoch unter allen Bedingungen 
größer oder gleich der Geschwindigkeitskonstanten der Dissoziationen. Auf die Berechnung 
der KD-Werte wurde daher verzichtet. Dennoch wiesen die Geschwindigkeitskonstanten der 
Komplexassoziation und ±dissoziation auf keinen spezifischen Einfluss von K+ oder NH4+ auf 




3.4 Untersuchung des ratenlimitierenden Schrittes und der Reversibilität des 
Elektronentransfers 
Wie im Abschnitt 3.3 gezeigt, gibt es nach der Bindung von ATP einen ratenlimitierenden 
Schritt für den Elektronentransfer. Um zu untersuchen, ob es sich bei diesem Schritt um die 
Hydrolyse von ATP handelt, wurde versucht, den Elektronentransfer durch Zugabe von nicht-
hydrolysierbaren ATP-Analoga oder ADP zu induzieren. Da mit 500 mM KCl die höchsten 
Geschwindigkeitskonstanten gemessen werden konnten, wurden diese Bedingungen für alle 
nachfolgenden Analysen gewählt. In Abbildung 3-13 ist zu erkennen, dass ADP, ATPȖ6XQG
AMP-PCP den Elektronentransfer induzieren können. Dabei wurde mit ADP sowohl die 
höchste Geschwindigkeitskonstante von 0,052 s-1 also auch mit 0,267 die meisten 
transferierten Elektronen je CoFeSP ermittelt. Die Geschwindigkeitskonstante ist dennoch 
mehr als 300-mal niedriger als mit ATP und die Anzahl der übertragenen Elektronen liegt in 
etwa bei der Hälfte. 
 
 
Abbildung 3-13. Elektronentransfer durch Zugabe von 2 mM ADP$73Ȗ6RGHU$03-PCP. Die 
Anpassung der Messdaten erfolgte durch exponentielle Regression. 
 
Nach dem Elektronentransfer wurde die Lösung mittels HPLC untersucht, um eine mögliche 
Hydrolyse auszuschließen. Es konnten keine möglichen Hydrolyseprodukte nachgewiesen 
werden. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine Konformationsänderung nach der 
Bindung des Nukleotids den Elektronentransfer induziert. Da nur 0.267 Elektronen pro 
CoFeSP übertragen wurden, stellte sich die Frage, ob der Elektronentransfer unidirektional 
oder reversibel ist. Für eine Reversibilität müssten auch Elektronen von Co(I)FeSP auf RACoox 
übertragen werden können und die Anzahl der übertragenen Elektronen von der Konzentration 
von ADP abhängig sein. Das heißt, das Gleichgewicht müsste sich gemäß des Schemas       
RS2-2 durch Konzentrationserhöhung von ADP in Richtung Co(I)FeSP:RACoox:ATP 
verschieben. Um eine Abhängigkeit dieses möglichen Gleichgewichts von der ADP-
Konzentration zu untersuchen, wurde zum Proteinkomplex Co(II)FeSP:RACored schrittweise 




Elektronen berechnet. In Abbildung 3-14 ist ein direkter Einfluss der ADP-Konzentration auf 
die Anzahl der übertragenen Elektronen zuerkennen. Durch Erhöhung der ADP-Konzentration 
werden mehr Elektronen von reduzierten RACo auf Co(II)FeSP übertragen. Der 




Abbildung 3-14. Anzahl der transferierten Elektronen in Abhängigkeit zur ADP-Konzentration. 
Zur mathematischen Anpassung wurde die Langmuir-Isotherme verwendet. Zum Verständnis ist unter 
dem Graphen die angenommene Gleichgewichtsreaktion (RS2-2) gezeigt. 
 
Wie beschrieben muss für eine Reversibilität des Elektronentransfers unter denselben 
Bedingungen auch ein Transport des Elektrons von Co(I)FeSP auf RACoox erfolgen. Um das 
zu untersuchen wurde CoFeSP mit Titan(III)citrat reduziert und das Titan(III)citrat mittels eines 
Konzentrations-Verdünnungs-Zyklus gemäß Abschnitt 2.11 wieder weitgehend entfernt. Dabei 
wurde Co(I)FeSP durch 2 mM DTT im Puffer in seiner reduzierten Form gehalten. Da es unter 
diesen Bedingungen zu keiner Reduktion des [2Fe2S]-Clusters von RACo kommt, könnte das 
Elektron von Co(I)FeSP auf RACoox übertragen werden. Zunächst wurde mittels UV/Vis-
Spektroskopie überprüft, ob Co(I)FeSP nach dem Konzentrations-Verdünnungs-Zyklus 
reduziert vorliegt. Abbildung 3-15A zeigt das Spektrum des so präparierten CoFeSP im 
Vergleich mit oxidiertem und durch Titan(III)citrat reduziertem CoFeSP. Es ist zu erkennen, 
dass Co(I)FeSP bei einer Konzentration von 2 mM DTT reduziert bleibt. Um zu analysieren, 
ob Co(I)FeSP unter den genutzten Bedingungen Elektronen auf RACoox übertragen kann, 
wurden 5 µM RACoox und 2 mM ADP in ETR-Puffer gegeben und mit 5 µM Co(I)FeSP 
gemischt. Dieses Experiment wurde analog mit RACored durchgeführt. Ein Elektronentransfer 
sollte dabei nur von Co(I)FeSP auf RACoox messbar sein. Zur Detektion wurde die Absorption 
bei 390 nm gemessen. In Abbildung 3-15B ist zu erkennen, dass die Absorption bei 390 nm 







Abbildung 3-15. UV/Vis-Spektren von CoFeSP und Elektrontransfer von Co(I)FeSP auf RACo.        
A zeigt die UV/Vis-Spektren von Co(II)FeSP (schwarz), Co(I)FeSP reduziert mit Titan(III)citrat (rot) und 
Co(I)FeSP (blau) nach Entfernung des Titan(III)citrat mittels Konzentrations-Verdünnungs-Zyklus. In B 
ist die Absorptionsänderung über die Zeit bei Zugabe von Co(I)FeSP zu RACoox ( ) und RACored ( ) 
abgebildet. 
 
Diese Beobachtungen lassen darauf schließen, dass der ratenlimitierende Schritt des 
Elektronentransfers eine Konformationsänderung nach der Bindung des Nukleotids ist und 
sich ein Gleichgewicht gemäß des Reaktionsschemas RS2-2 ausbildet.  
Um dieses Ergebnis zu bestätigen wurde die Rate der Hydrolyse bei variierenden ATP-
Konzentrationen bestimmt. Dazu wurde die Elektronentransferreaktion von 10 µM 
Co(II)FeSP:RACored durch Zugabe von Trichloressigsäure zu verschiedenen Zeitpunkten 
gestoppt und das entstandene ADP mittels HPLC quantifiziert. Zur Konzentrationsbestimmung 
wurde eine Kalibriergerade erstellt (Abb. 7-6, Anhang). Dabei wurden ATP-Konzentrationen in 
der Größenordnung des gemessenen KD-Werts (4 mM) gewählt. Da die vorhergehenden 
Ergebnisse auf einen reversiblen Elektronentransfer hindeuten, sollte sich zuerst ein presteady 
state mit anschließenden steady state ausbilden. Im steady state müsste das Elektron 
bidirektional zwischen beiden Redox-Zentren übertragen werden. Dabei sollte in jedem 
Reaktionszyklus des uphill Elektronentransfers ATP hydrolysiert werden. Dem zu Folge sollte 
eine mono-exponentielle Zunahme gefolgt von einer linearen Zunahme der ADP-
Konzentration zu beobachten sein. Um diese Reaktion mathematisch zu beschreiben, wurde 
die exponentielle Regression durch die Geschwindigkeitskonstante kss erweitert (G13). Die 
ermittelten Geschwindigkeitskonstanten kobs und kss sowie die entstehende ADP-
Konzentration im mono-exponentiellen Anstieg des Elektronenübergangs blieben in dem 








Abbildung 3-16. Quantifizierung der ATP-Hydrolyse bei variierenden ATP-Konzentrationen. 
Gezeigt werden die Zunahme der ADP-Konzentration über die Zeit und die aus der mathematischen 
Annäherung bestimmten kinetischen Parameter gemäß Gleichung 13. 
 
Die Geschwindigkeitskonstanten für die exponentielle Phase des Elektronentransfers lagen im 
Bereich von 0,123 ± 0,017 s-1 ± 0,163 ± 0,012 s-1 und waren damit in etwa 100-mal langsamer 
als die Geschwindigkeitskonstanten des Elektronenübergangs bei den jeweiligen Konzen-
trationen. Dies bestätigt, dass die Hydrolyse von ATP nicht ratenlimitierend für den 
Elektronenübergang ist. Es war kein Anstieg der gemessenen Geschwindigkeitskonstanten 
bei Erhöhung der ATP-Konzentration zu erkennen, was darauf hindeutet, dass die limitierende 
Rate bei den genutzten ATP-Konzentrationen annäherungsweise erreicht wurde. Mit der 
Geschwindigkeitskonstante kss ließ sich eine turnover number von 0,027 ± 0,001 s-1 ± 
0,051 ± 0,002 s-1 berechnen. Die berechnete Konzentration des entstandenen ADP für die 
mono-exponentielle Annährung des Elektronentransfers von 8,3 µM ± 13,6 µM waren in 
annähernd äquimolar zur eingesetzten Konzentration von Co(II)FeSP:RACored. Da unter 
diesen Bedingungen 0,51 transferierte Elektronen pro CoFeSP gemessen wurden, entspräche 
das der Hydrolyse von zwei ATP pro transferiertem Elektron.  
Wie gezeigt wurde, ist auch ein Elektronentransfer von Co(I)FeSP auf RACoox möglich, 
welcher durch die Reduktion von RACoox verhindert werden kann (Abb. 3-15). Das 
reduzierende Milieu des Zytosols von Carboxydothermus hydrogenoformans138 legt nahe, 
dass RACo vorrangig im reduzierten Zustand vorliegt. Eine erneute Reduktion des [2Fe2S]-
Clusters von RACo nach dem Elektronentransfer N|QQWH GHQ Ä5FNWUDQVIHU³ GHV(OHNWURQV
verhindern. Um diese Hypothese näher zu untersuchen, wurde bei einem pH-Wert von 9 zu 
dem Proteinkomplex Co(II)FeSP:RACoox 2 mM ATP gegeben und der ATP-gekoppelte 
Elektronentransfer durch Zugabe von DTT gestartet. Bei pH-Wert 9 kann das [2Fe2S]-Cluster 
von RACo durch DTT reduziert werden, wodurch die Rate des Elektronentransfers von der 
Reduktionsrate von RACo abhängig wird. Durch eine erneute Reduktion von RACo nach dem 
Elektronentransfer sollte GHU Ä5FNWUDQVIHU³ YHUKLQGHUW XQG VRPLW mehr übertragende 




die Geschwindigkeitskonstante der Reduktion von RACo im Komplex mit Co(II)FeSP 
bestimmt. Diese kann durch die Abnahme der Absorption bei 460 nm verfolgt werden (Abb. 3-
5). In Abbildung 3-17 ist zu erkennen, dass sich unter diesen Reaktionsbedingungen die 
Anzahl der transferierten Elektronen auf 0,93 pro CoFeSP erhöhte (Abb. 3-17 B). Die 
Geschwindigkeitskonstante der Reduktion von RACoox (Abb. 3-17 A) entsprach annähernd der 




Abbildung 3-17. Elektronentransfer und Reduktion von RACo im Komplex Co(II)FeSP:RACoox 
durch Zugabe von DTT. In beiden Messungen wurde zu dem Komplex Co(II)FeSP:RACoox 2 mM DTT 
gegeben. A zeigt die Reduktion von RACo im Proteinkomplex gemessen bei 460 nm. B enthielt 
zusätzlich 2 mM ATP, wodurch der Elektronentransfer von RACoox auf Co(II)FeSP induziert wird.  
 
Die Beobachtungen deuten darauf hin, dass der Ä5FNWUDQVIHU³ GHV (OHNWURQV GXUFK HLQH
erneute Reduktion von RACo verhindert werden kann. 
 
3.5 Komplex- und Phosphat-Dissoziation nach Elektronentransfer 
Zur weiteren Charakterisierung des Reaktionsmechanismus wurden Interaktionen zwischen 
RACo und Co(I)FeSP untersucht. Aus vorherigen Studien konnte eine Dissoziationskonstante 
des Proteinkomplexes Co(II)FeSP:RACoox durch isothermale Titrationskalorimetrie von 
6.7 nM100 und durch Förster-Resonanzenergietransfer-Spektroskopie von 0.44 µM105 
bestimmt werden. Durch die Reduktion von Co(II)FeSP zu Co(I)FeSP werden die Interaktionen 
zu RACo verringert77,100. Eine Dissoziationskonstante der Produkte des Elektronenübergangs 
Co(I)FeSP und RACoox konnte jedoch noch nicht bestimmt werden. Wie in Abschnitt 3.4 
gezeigt wurde, kann Co(I)FeSP ein Elektron auf RACoox transferieren. Dieser Elektronen-
transfer wurde genutzt, um die Interaktionen zwischen Co(I)FeSP und RACoox zu bestimmen. 
Dazu wurde Co(I)FeSP zu einem mindestens 10-fachen Überschuss von RACoox gegeben 
und die Abnahme der Absorption bei 390 nm detektiert (Abbildung 3-18 A). Die daraus 




Konzentration von RACoox (Abbildung 3-18 B). Durch lineare Regression nach Gleichung 11 
konnten daraus die kinetischen Bindungskonstanten bestimmt werden.  
 
  
Abbildung 3-18. Bestimmung der Bindungskonstanten durch den Elektronentransfer von 
Co(I)FeSP auf RACoox. In A ist die Abnahme der Absorption bei 390 nm bei Zugabe von 25 µM RACoox 
zu 2,5 µM Co(I)FeSP dargestellt. Die Geschwindigkeitskonstante konnte durch exponentielle 
Regression bestimmt werden. B zeigt die lineare Abhängigkeit von kobs zur Konzentration von RACoox. 
 
Mit den bestimmten Geschwindigkeitskonstanten kon und koff konnte eine Dissoziations-
konstante (KD) von 19,4 µM berechnet werden. Dieses Ergebnis bestätigt die Abnahme der 
Interaktionen durch Reduktion von CoFeSP. Von dem strukturverwandten Protein Aktin ist 
bekannt, dass es nach der Hydrolyse ADP und Pi gebunden hält139. Die Dissoziation des 
Orthophosphates führt zu strukturellen Veränderungen, welche die Dissoziation der Aktin-
Monomere im Filament unterstützt. Für einen Komplex aus RACo und CoFeSP wäre denkbar, 
dass ein Intermediat bestehend aus Proteinkomplex mit gebundenem ADP und Pi entsteht. 
Für die Entstehung des Intermediat müsste die Geschwindigkeitskonstante kobs der 
Dissoziation des Orthophosphates langsamer sein als die der Hydrolyse. Die Detektion der 
Phosphatdissoziation erfolgte mittels MDCC-PBP nach Brune et al.113. MDCC-PBP zeigt eine 
Fluoreszenzzunahme bei der Bindung von Orthophosphat im Bereich von ca. 425 ± 500 nm 
bei einer Anregungswellenlänge von 425 nm. Eine schnelle Assoziation des Orthophosphates 
ermöglicht die Messung von Raten bis 100 s-1, so dass MDCC-PBP sowohl bei struktur-
verwandten als auch mechanistisch-ähnlichen Proteinen zur näheren Charakterisierung 
verwendet wurde140,141. Der zeitabhängige Verlauf der Dissoziation des Orthophosphates war 
ähnlich dem der ATP-Hydrolyse (Abb. 3-19A). Die errechnete limitierende Geschwindigkeits-






Abbildung 3-19. Bestimmung der Pi-Dissoziation in der Elektronentransferreaktion von 
Co(II)FeSP:RACored. (A) Fluoreszenzänderung durch die Bindung des Orthophosphats an MDCC-PBP 
über die Zeit. (B) Hyperbole Anpassung der gemessenen Geschwindigkeitskonstanten in Abhängigkeit 
zur ATP-Konzentration.  
 
Die vergleichbaren limitierenden Geschwindigkeitskonstanten der Pi-Dissoziation (0,1 s-1) zu 
der Hydrolyse (0,123 ± 0,017 s-1 ± 0,163 ± 0,012 s-1) ließen darauf schließen, dass die ATP-
Hydrolyse der ratenlimitierende Schritt der Pi-Dissoziation ist. Die Entstehung eines 
phosphatgebundenen Proteinkomplexes nach Hydrolyse ist daher unwahrscheinlich. 
Durch die annähernd zeitgleiche ATP-Hydrolyse und Dissoziation des Orthophosphates 
könnte ein Proteinkomplex mit gebundenem ADP entstehen. Um den Einfluss von ADP auf 
die Interaktionen von Co(I)FeSP und RACoox zu untersuchen, wurde der Elektronentransfer 
von Co(I)FeSP auf RACoox in Anwesenheit von ADP gemessen. Im Vergleich zu den 
Interaktionsstudien ohne ADP erhöhte sich koff (2,7 ± 0,01 × 10-1 s-1) auf das 40-fache, 
während sich die kon (6,7 ±0,29 × 10-4 s-1) in etwa halbierte (Abb. 3-20). Die aus diesen Werten 
ermittelte Dissoziationskonstante von 403 ȝ0ZDU20-mal höher als ohne ADP (19,4 ȝ0 
 
 
Abbildung 3-20. Elektronentransfer von Co(I)FeSP auf RACoox in Anwesenheit von 10 mM ADP. 
A zeigt ist die Abnahme der Absorption bei 390 nm und die Bestimmung Geschwindigkeitskonstante 






4.1 Rekombinante Genexpression und Proteinreinigung 
Abweichend von der etablierten Strategie wurde der Expressionsvector für RACo zusammen 
mit pRKISC in Rosetta (DE3) transformiert und die rekombinante Genexpression nach einem 
cold shock bei OD600 von 1,2 induziert. Die gewählten Bedingungen führten zu einer erhöhten 
Expression und steigerten den Cofaktorgehalt auf ca. 100 %. Die Analyse des Proteins mittels 
SDS-PAGE zeigte eine hohe Reinheit des Proteins, sodass Effekte durch Fremdproteine 
weitestgehend ausgeschlossen werden konnten.  
Die separate Kultivierung und Expression von acsC (codierend für CfsA) und acsD (codierend 
für CfsB) erhöhte die Ausbeuten beider Proteine. Durch Cotransformation mit pRKISC in 
Rosetta (DE3) und der Induktion der rekombinanten Genexpression nach einem cold shock 
bei einer OD600 von 1,2 konnte zudem die Bildung von Inclusion Bodies umgangen werden. 
Die Bande der kleinen Untereinheit wirkt in der SDS-PAGE etwas stärker ausgeprägt als die 
der großen Untereinheit, was gegen ein molares Verhältnis von 1:1 der beiden Untereinheiten 
spricht. Coomassie Brilliant Blue G-250 interagiert jedoch unterschiedlich stark mit 
verschiedenen Aminosäuren und zeigt besonders mit basischen Aminosäuren stärkere 
Interaktionen142. Die Sequenz der kleinen Untereinheit enthält prozentual mehr basische 
Aminosäuren143, was eine stärkere Färbung der Bande durch Coomassie Brilliant Blue G-250 
zur Folge hatte. Des Weiteren zeigten beide Untereinheiten Interaktionen mit dem 
Cobalamin84,101. Für eine effiziente Bindung des Cofaktors sollte demnach die korrekte 
Ausbildung des Proteinkomplexes aus beiden Untereinheiten wichtig sein. Der Cofaktorgehalt 
des Cobalamins konnte jedoch mit annähernd 100 % bestimmt werden. Diese Umstände 
sprechen für ein molares Verhältnis von 1:1 der beiden Untereinheiten. Der Cofaktorgehalt 
des [4Fe4S]-Clusters konnte auch mit annähernd 100 % bestimmt werden. Die UV/Vis-
Spektren von RACo und CoFeSP zeigten höhere Extinktionskoeffizienten als bisher 
publiziert84, was wahrscheinlich auf den höheren Cofaktorgehalt beider Proteine 
zurückzuführen ist.  
Durch die etablierte Expressions- und Reinigungsstrategie nach Solscheid et al. konnte das 
PBP nur im weitestgehend gesättigten Zustand isoliert werden121. Es konnte jedoch gezeigt 
werden, dass das Phosphat bei 2 M Guanidiniumchlorid vom Protein dissoziiert (Abb. 3-3). 
Dadurch konnte das gebundene Phosphat noch während der Reinigung entfernt werden, was 





4.2 Optimierung der Reaktionsbedingungen der Elektronentransferreaktion 
von reduziertem RACo auf Co(II)FeSP 
RACo konnte nach der Reduktion mit DT unter Verwendung von 2 P0ȕ-Mercaptoethanol im 
reduzierten Zustand gehalten werden (Abb. 3-5A). Die Absorption im Bereich von 400 ± 
470 nm ist sogar geringer als nach der Reduktion mit 2 mM DTT. Das weist darauf hin, dass 
mit DTT keine vollständige Reduktion erreicht wurde77,144. Die höhere Absorption bis 350 nm 
ist wahrscheinlich auf oxidiertes DTT zurückzuführen. Durch die Oxidation von DTT kommt es 
zu einem intramolekularen Ringschluss über eine Disulfidbrücke und einer Zunahme der 
Absorption im Bereich von 240 ± 360 nm126. Durch die Änderungen der Reaktions-
bedingungen zur Messung des Elektronentransfers konnte der Einfluss des Reduktionsmittels 
auf das Absorptionsspektrum weitgehend ausgeschlossen werden. Des Weiteren konnte eine 
mögliche Komplexbildung des DTT mit dem Co2+ des Cobalamins127 umgangen werden. 
Abweichend von der zuvor etablierten Methode erfolgte die Komplexbildung der Proteine erst 
nach Reduktion des [2Fe2S]-Clusters von RACo. Dass dadurch die Interaktionen der Proteine 
beeinflusst werden ist unwahrscheinlich, da der gesamten Ferredoxin-Domäne keine stark 
beeinflussende Wirkung auf die Komplexbildung nachgewiesen werden konnte100. Da das 
ReduktionVSRWHQWLDO YRQȕ-Mercaptoethanol nicht ausreichend negativ ist, um das [2Fe2S]-
Cluster von RACo zu reduzieren, erfolgt während des Elektronentransfers keine erneute 
Reduktion. Das ermöglichte die Effizienz des Elektronentransfers (transferierte e- / CoFeSP) 
zu bestimmen.  
Im Vergleich der Differenzspektren ist zu erkennen, dass die Vermeidung von DTT als 
Reduktionsmittel zu einer größeren Übereinstimmung zu dem berechneten Differenzspektrum 
im Bereich von 300 ± 360 nm führt. Der Grund hierfür könnte die Reduktion von RACoox durch 
DTT nach dem Elektronentransfer sein. Dadurch entstehen erneut oxidiertes DTT und 
reduziertes RACo, was zu einer Zunahme der Absorption von 300 ± 360 nm führt77,126. 
Gleichzeitig sollte jedoch die Absorption von 400 ± 600 nm durch Reduktion von RACo 
abnehmen77, was zu geringeren Absorptionswerten als das berechnete Differenzspektrum 
führen sollte. Das ist im gemessenen Differenzspektrum mit DTT als Reduktionsmittel jedoch 
nicht zu sehen. Von 420 ± 500 nm ist die Absorption des Differenzspektrums unter 
Verwendung von DTT dennoch näher an dem berechneten Differenzspektrum. Da die 
Ergebnisse aber nicht auf einen unidirektionalen Elektronenübergang hindeuten, ist die 
Interpretation der Differenzspektren im Allgemeinen problematisch. Das berechnete UV/Vis-
Differenzspektrum wurde aus den spektralen Änderungen von reduzierten zu oxidierten RACo 
und dem Übergang Co(II)FeSP zu Co(I)FeSP ermittelt. Es konnte nicht eindeutig bestimmt 
werden, durch welchen Schritt die Proteine voneinander dissoziieren. Wenn sich nach Zugabe 
von ATP ein steady state ausbildet, könnte ein Anteil der Proteine im Komplex vorliegen, was 




Proteine wirken sich die ATP-Bindung, -Hydrolyse und die Dissoziation von ADP und Pi 
maßgeblich auf die jeweiligen Protein-Protein-Interaktionen aus44,48,50,145±147. Aber auch bei 
mechanistisch-ähnlichen Proteinen wie der Nitrogenase ändern die ATP-Bindung und die Pi-
Dissoziation die Stärke der Interaktionen der Untereinheiten148. 
 
4.3 Auswirkung verschiedener Kationen auf den ATP-gekoppelten 
Elektronentransfer 
Hennig et al. haben gezeigt, dass der Proteinkomplex Co(II)FeSP:RACored für den ATP-
gekoppelten Elektronentransfer Mg2+ und K+ benötigt77. In der vorliegenden Arbeit konnte 
jedoch gezeigt werden, dass in Anwesenheit von 2 mM der einzelnen Ionen oder 2 mM NH4+ 
der Elektronentransfer durch ATP-Zugabe induziert werden kann (Abb. 3-6). Eine 
Abhängigkeit der spezifischen Aktivität von diesen Kationen konnte schon für andere ASKHA-
Domänen-Proteine beobachtet werden94,132,149. Von allen getesteten Kationen wurden mit 
NH4+ sowohl der höchste kobs als auch die meisten transferierten Elektronen je CoFeSP 
gemessen, was ungewöhnlich für die spezifischen Aktivitäten der Proteine der ASKHA-Familie 
ist. Die Kombinationen aus Mg2+ und NH4+ und aus Mg2+ und K+ zeigten eine Zunahme der 
Geschwindigkeitskonstante und der transferierten Elektronen im Vergleich zur separaten 
Verwendung der einzelnen Ionen. Für die Kombination aus K+ und NH4+ konnte keine 
Erhöhung der Geschwindigkeitskonstante und der transferierten Elektronen gemessen 
werden. Beide Ionen besitzen vergleichbare Ionenradien150 und könnten um die gleiche 
Bindungsstelle konkurrieren. Diese Beobachtungen legen die Annahme nahe, dass es 
unterschiedliche Bindungsstellen für bivalente Mg2+ und die beiden monovalenten Kationen 
gibt. Dass die Kombination von K+ und NH4+ zu vergleichbaren Werten wie bei alleiniger 
Verwendung von NH4+ führt, spricht für eine höhere Affinität von NH4+.  
Die kinetischen Parameter in Anwesenheit von jeweils 2 mM Mg2+ und NH4+ wurden durch 
doppel-exponentielle Regression bestimmt. Dadurch wurden zwei unterschiedliche 
Geschwindigkeitskonstanten (kobs1=0.287 s-1; kobs2=0.046 s-1) bestimmt, jedoch vergleichbare 
Anzahlen der übertragenen Elektronen (e-/CoFeSP1=0,34; e-/CoFeSP2=0,32). Die Summe aus 
den bestimmten Amplituden ergab 0,66 transferierte Elektronen pro CoFeSP. Aus der 
gemessenen Absorptionsänderung nach 100 s konnten jedoch nur 0,57 transferierte 
Elektronen pro CoFeSP berechnet werden. Diese Diskrepanz ist wahrscheinlich auf 
Ungenauigkeiten in der mathematischen Annährung zurückzuführen. Die mathematische 
Annährung des Elektronentransfers an das rapid-equilibrium-Modell ist an Vereinfachungen 
und Modellannahmen gebunden151. Diese Faktoren können zu Abweichungen führen, welche 
mit der Komplexität der Reaktion zunehmen152. 0,57 transferierte Elektronen pro CoFeSP 
erscheinen angesichts der gemessenen Absorptionsänderung und der Werte aller 




Die Erhöhung der NH4+- und K+-Konzentration bei konstanter Mg2+-Konzentration näherte die 
Geschwindigkeitskonstanten an limitierende Werte an (Abb. 3-8 und 3-9). Das ist 
wahrscheinlich auf eine zunehmende Sättigung einer spezifischen Bindungsstelle für die 
beiden monovalenten Kationen zurückzuführen. Es ist unwahrscheinlich, dass ein Zwei-Ionen-
Substrat wie KMgATP- oder NH4MgATP- vom Proteinkomplex für die Katalyse der Reaktion 
genutzt wird. Kalium-Ionen zeigen eine höhere Affinität zu MgATP2- als Ammonium-Ionen153. 
Sowohl der klim von 18,96 ± 0,24 s-1 als auch der KD von 0,64 ± 0,03 mM mit 500 mM KCl + 
150 mM NH4Cl gleichen stärker den Werten von 150 mM NH4Cl (klim=14,64 ± 0,11 s-1; 
KD=0,32 ± 0,01 mM) als denen mit 500 mM KCl (klim=46,61 ± 0,36 s-1; KD=4,03 ± 0,13 mM). 
Bei der Bildung eines Zwei-Ionen-Substrats sollten die gemessenen Werte von 500 mM KCl + 
150 mM NH4Cl auf Grund der stärkeren Interaktionen von K+ mit MgATP2- eher den kinetischen 
Konstanten bei 500 mM KCl entsprechen. Für die Geschwindigkeitskonstanten des 
Elektronentransfers in Abhängigkeit von der MgCl2-Konzentration konnte jedoch ein Optimum 
bei 7 mM und damit 5 mM über der ATP-Konzentration ermittelt werden. Das stimmt mit 
Literaturangaben überein, wobei sich die katalytische aktivste Form MgATP2- bevorzugt bei 
einem leichten Überschuss der Magnesium-Ionen bildet133.  
Die mathematische Annäherung der Geschwindigkeitskonstanten in Abhängigkeit von der 
KCl-Konzentration erfolgte unter Verwendung der Hill-Gleichung. Der ermittelte Hill-Koeffizient 
von 1,7 kann auf zwei Bindungsstellen für K+ hindeuten154. Da K+ und NH4+ scheinbar mit den 
gleichen Bindungsstellen interagieren, könnte die doppel-exponentielle Elektronentransfer-
Kinetik in Anwesenheit von Mg2+ und NH4+ mit der Interaktion des NH4+ mit ebenfalls zwei 
Bindungsstellen erklärt werden. Diese These lässt sich stützen, wenn mit in Betracht gezogen 
wird, dass die ATP-Hydrolyse in etwa 100-mal langsamer als der Elektronentransfer ist (Abb. 
3-11 und 3-16). Daraus folgt, dass die Bindung von ATP genügt, um den Elektronentransfer 
zu induzieren. Die Anzahl der übertragenden Elektronen korreliert demnach mit der Bindung 
von ATP. Die transferierten Elektronen pro CoFeSP konnten beim MgATP2--induzierten 
Elektronentransfer durch K+ oder NH4+ erhöht werden. Das weist darauf hin, dass beide Ionen 
die Bindung von ATP unterstützten. Für das ASKHA-Protein Aktin konnte ein ähnlicher Ein-
fluss beobachtet werden. Hier konnten in Anwesenheit von Kalium-Ionen eine höhere Aktivität 
und strukturelle Änderungen in der ATP-Bindungstasche nachgewiesen werden155±157.  
K+ und NH4+ erhöhen nicht nur die Anzahl der übertragenden Ionen, sondern auch die 
Geschwindigkeitskonstanten (Abb.3-6 und 3-7). Interessanterweise steigern geringe 
Konzentrationen von KCl überwiegend die Anzahl der transferierten Elektronen, während 
höhere KCl-Konzentrationen besonders die Geschwindigkeitskonstanten erhöhen. Die KCl-
Konzentration, bei welcher die Hälfte der limitierenden Geschwindigkeitskonstante erreicht 
wird (KA=195 ± 15 mM) ist 750-mal größer als bei der Hälfte der maximal transferierten 




der NH4Cl-Konzentration ist sogar im gemessenen Bereich weitgehend konstant. Für die 
Raten des Elektronentransfer konnten jedoch kinetische Konstanten von KD1= 31,75 ± 2,8 mM 
und KD2=9 ± 0,35 mM für NH4Cl bestimmt werden. Das deutet darauf hin, dass geringe 
Konzentrationen von K+ und NH4+ stärker die Bindung von ATP unterstützen, während hohe 
Konzentrationen stärker das conformational gating des Elektrons unterstützen. Durch 
conformational gating könnte, ähnlich zu anderen Proteinen, die Geschwindigkeitskonstante 
des Elektronentransfers erhöht werden158. Die Messungen der Geschwindigkeitskonstanten in 
Abhängigkeit zur ATP-Konzentration zeigen, dass es für den Elektronentransfer einen 
ratenlimitierenden Schritt gibt (Abb. 3-11). Da die Hydrolyse als ratenlimitierender Schritt 
ausgeschlossen werden kann, ist eine durch die ATP-Bindung induzierte Konformations-
änderung am wahrscheinlichsten. Der Übergang in diese Konformation und damit das 
conformational gating des Elektrons könnte durch die Besetzung einer Bindungsstelle 
unterstützt werden. Um diese Daten in einem kinetischen Modell miteinander zu verbinden, 
muss mit in Betracht gezogen werden, dass die Ergebnisse gegen einen unidirektionalen 
Elektronentransfer sprechen. Nach der Bindung von ATP bildet sich wahrscheinlich ein 
Gleichgewicht zwischen Co(II)FeSP:RACored:ATP und Co(I)FeSP:RACoox:ATP aus. Die 
Bindung von ATP erhöht die Anzahl der übertragenen Elektronen und wird durch Mg2+ und 
geringere Konzentrationen von K+ oder NH4+ unterstützt. Durch eine weitere Bindung eines 
der beiden monovalenten Kationen wird eine dritte Bindungsstelle besetzt, welche das 
conformational gating des Elektrons unterstützt und so die Geschwindigkeitskonstante erhöht 
(Abb. 4-1). Dabei ist die Affinität der Kationen gegenüber der Bindungsstelle für die ATP-
Bindung höher als für die Bindungsstelle für das conformational gating.  
 
 
Reaktionsschema 4-1. Mögliche Bindungsstellen für Mg2+, K+ und NH4+. Der graue Hintergrund 
zeigt, welche Bindungsstellen die Bildung des jeweiligen Intermediates begünstigen. Bindungsstellen, 
welche als Kreise dargestellt sind, unterstützen die ATP-Bindung und die Bindungsstelle, welche als 
Quadrat dargestellt ist, unterstützen das conformational gating. X+ entspricht K+ oder NH4+. Zwei 
Bindungsstellen unterstützen die Bindung von ATP und einen langsamen Elektronentransfer. Eine dritte 




In diesem Modell erhöhen eine Mg2+- und eine K+/NH4+-spezifische Bindungsstelle die Bindung 
von ATP und somit die Anzahl der transferierten Elektronen. Eine dritte Bindungsstelle erhöht 
die Geschwindigkeit der Hin- als auch der Rückreaktion durch conformational gating. Dadurch 
steigt der kobs des Elektronentransfers ohne die Anzahl der transferierten Elektronen zu 
verändern. Eine Möglichkeit hierfür wäre die Verringerung des mittleren Abstands der beiden 
Redox-Zentren. In der Folge würden sich die Geschwindigkeitskonstanten erhöhen159 ohne 
die Gleichgewichtsreaktion zu verschieben. 
Die in Abbildung 4-1 beschriebenen Zustände des langsamen und schnellen Elektronen-
transfers scheinen bei der Verwendung von NH4Cl zeitgleich vorzuliegen, was zum doppel-
exponentiellen Charakter des Elektronentransfers führt. Bei der Verwendung von KCl wurden 
mono-exponentielle Elektronentransferreaktionen gemessen, was dafür spricht, dass bei den 
Messungen eines der beiden Intermediate besonders dominant vorliegt. Interessanterweise 
zeigt die Abhängigkeit der Geschwindigkeitskonstanten von der KCl-Konzentration einen 
sigmoidalen Verlauf, während die Geschwindigkeitskonstanten in Anhängigkeit von der NH4Cl-
Konzentration sich hyperbol beschreiben lassen. Die Gründe für diese unterschiedlichen 
Charakteristika, abhängig vom monovalenten Kation, könnten negative Kooperativität, ein 
pseudo-sigmoidaler Kurvenverlauf oder ein komplexerer Bindungsmechanismus sein160±163. 
Für die nähere Bestimmung müssten jedoch weiterführende Experimente durchgeführt 
werden. 
Der Einfluss der monovalenten Kationen wird auch in den Messungen des Elektronentransfers 
in Abhängigkeit von der ATP-Konzentration deutlich (Abb. 3-11). Mit 150 mM NH4Cl konnte 
ein mehr als 10-fach kleinerer KD-Wert (0,32 ± 0,01 mM) bestimmt werden als mit 500 mM KCl 
(KD=4,03 ± 0,13 mM), was auch zu einer höheren katalytischen Effizienz bei 150 mM NH4Cl 
führt. Bei der Verwendung von 500 mM KCl konnte jedoch mit 46,61 ± 0,36 s-1 ein leicht 
höherer klim bestimmt werden als mit 150 NH4Cl (klim=14.62 ± 0,11 s-1). Basierend auf 
kinetischen Modellannahmen (Abb. 4-1) sollte NH4+ stärker die Bindung von ATP und K+ 
stärker das conformational gating unterstützen. Das steht im Einklang mit der Beobachtung, 
dass bei der Verwendung von NH4+ doppel-exponentielle Elektronentransferkinetiken 
gemessen werden konnten. Die stärkere Bindung von ATP und schwächere Unterstützung 
des conformational gatings könnten dazu führen, dass wie in Abbildung 4-1 beschrieben der 
langsame und schnellere Elektronentransfer zeitgleich gemessen werden können. Es ist zu 
erkennen, dass NH4+ eine höhere Affinität zu den Bindungsstellen besitzt als K+. KD und klim 
mit 150 mM NH4Cl + 500 mM KCl sind trotz des Überschusses an KCl vergleichbar zu den 
bestimmten KD und klim mit 150 mM NH4Cl. Des Weiteren kann dadurch ausgeschlossen 
werden, dass die unterschiedlichen kinetischen Konstanten rein auf die Ionenstärke 
zurückzuführen sind. In diesem Fall sollten die Messungen mit hoher Ionenstärker (150 mM 




einen Einfluss auf den kon des Komplexes (Abb. 3-12), dieser scheint jedoch den 
Elektronentransfer nicht zu beeinflussen. Dabei lagen die bestimmten Raten im Bereich von 
vorhergehenden Messungen105. Ein spezifischer Einfluss von K+ oder NH4+ auf die 
Komplexassoziation konnte nicht bestimmt werden. Die koff-Werte blieben in allen 
gemessenen Bedingungen weitgehend konstant. Auf Grund der hohen Standard-
abweichungen können diese jedoch Werte von 0 ± 0,43 s-1 annehmen und sind nicht sehr 
aussagekräftig. Da in der Elektronen-transferreaktion die Bindung von ATP die Interaktionen 
der Proteine beeinflussen kann und sich durch den Elektronentransfer die Interaktionen 
zwischen RACo und CoFeSP verringern77, spielt dieser koff im katalytischen Zyklus eine eher 
untergeordnete Rolle. 
Die Auswirkungen verschiedener Ionen auf die spezifischen Aktivitäten und Interaktionen von 
Proteinen der ASKHA-Familie sind sehr unterschiedlich und können nur schwer 
verallgemeinert werden. Ein Grund hierfür könnte sein, dass sich die ASKHA-Domänen nicht 
nur sequenziell, sondern auch strukturell stark voneinander unterscheiden können37,164. 
Aktin155 und Hsp70149 zeigen eine Erhöhung der spezifischen Aktivität durch K+. Auf das 
bakterielle Aktin-Homolog MreB165 wirkt K+ ebenfalls aktivierend, wohingegen Mg2+inhibitorisch 
wirkt166. Über die Glycerol-Kinase wird berichtet, dass sie ihre höchste Aktivität bei einer 
geringeren molaren Mg2+-Konzentration als das zugegebene ATP besitzt134 oder die Bindung 
von ATP unabhängig von Mg2+ erfolgt135. Höhere Aktivitäten konnten mit CoCl2, ZnCl2 und 
NiCl2 gemessen werden167. NH4+ wirkt stimulierend auf die Hsp70 Aktivität132 und konnte auch 
in der ATP-Bindungstasche von ASKHA-Proteinstrukturen gefunden werden41,69. Die größten 
kinetischen Übereinstimmungen bezüglich der aktivierenden Wirkung von K+ und NH4+ weißt 
das Activating Enzyme der Vanillat-O-Demethylase auf94. Eine tiefergehende kinetische 
Analyse steht zu diesem Enzym jedoch noch aus. 
 
4.4 Eine Konformationsänderung nach der Nukleotid-Bindung ist der 
ratenlimitierende Schritt des Elektronentransfers 
Es konnte gezeigt werden, dass der Elektronenübergang mit nicht-hydrolysierbaren ATP-
Analoga und mit ADP induziert werden kann (Abb.3-13). Durch Analyse des 
Reaktionsansatzes mittels HPLC konnten keine Hydrolyse-Produkte nachgewiesen werden. 
Dieses Ergebnis zusammen mit einem Elektronentransfer von Co(I)FeSP auf RACoox (Abb. 3-
15B) und der Rate der ATP-Hydrolyse von 0,123 ± 0,017 s-1 ± 0,163 ± 0,012 s-1 (Abb. 3-16) 
sind starke Indikatoren dafür, dass der Elektronentransfer durch die Bindung von ATP induziert 
wird und sich anschließend ein Gleichgewicht mit bidirektionalem Elektronentransfer ausbildet. 
Der ratenlimitierende Schritt, welcher in Abhängigkeit von der ATP-Konzentration gemessen 
werden konnte, ist demnach höchstwahrscheinlich eine Konformationsänderung nach der 




essentiell zu sein, da auch mit ADP ein Elektronentransfer beobachtet werden konnte. Jedoch 
wurden im Vergleich zu ATP für die beiden getesteten Analoga und für ADP ein geringerer kobs 
und weniger transferierte Elektronen pro CoFeSP gemessen. Um ein Elektron vom [2Fe2S]-
Cluster YRQ5$&RDXIGDV.REDOW YRQ&R)H63]XEHUWUDJHQPXVV HLQ¨( YRQPHKU DOV
260 mV überwunden werden100. Durch diese Differenz sollte sich ohne gebundenes Nukleotid 
das Gleichgewicht weit auf der Seite des Komplexes Co(II)FeSP:RACored befinden. 
Untersuchungen eines verwandten RACE-Proteins haben gezeigt, dass sich durch die Zugabe 
von ATP die Redox-Potentiale der Redox-Zentren annähern168. Die Untersuchungen deuten 
darauf hin, dass die Annäherung der Redox-Potentiale von RACo und des Cobalamins von 
CoFeSP durch die Bindung von ATP und einer nachfolgenden Konformationsänderung 
ermöglicht wird. In dieser Konformation könnten sich die Redox-Potentiale z. B. durch die 
Änderung der Winkel oder Bindungslängen des Corrinrings169, die Position des Elektrons im 
[2Fe2S]-Cluster170 oder H-Bindungswechselwirkungen der beiden Redox-Zentren171,172 
DQQlKHUQ $QJHVLFKWV GHV ¨( YRQ PHKU DOV  mV ist ein Zusammenspiel mehrerer 
Mechanismen aber am wahrscheinlichsten. Die getesteten ATP-Analoga und ADP könnten 
die Konformationsänderung nicht vollständig stabilisieren, was zu weniger transferierten 
Elektronen und kleineren Raten führen würde. Dadurch kann durch ADP-Bindung auch nur e-
max von 0,27 ± 0,01 transferierten Elektronen je CoFeSP erreicht werden (Abb. 3-14). Das 
ZHLVWGDUDXIKLQGDVVGDVȖ-Phosphat zwar nicht essentiell für den Elektronentransfer ist, aber 
die ratenlimitierende Konformationsänderung unterstützt. NMR-Studien weisen darauf hin, 
dass Mg2+ in MgATP2- EHUZLHJHQG GDV ȕ- XQG Ȗ-Phosphat komplexiert173. Die 
Kristallstrukturen von vielen ASKHA-Proteinen zeigen, dass sie ATP über diese Koordination 
binden38±40,174,175. Die dadurch fehlenden Interaktionen mit ADP könnten die Ausbildung der für 
den Elektronentransfer günstigen Konformation beeinflussen. Auch die Phosphorsäure-
esterbindung scheint die Interaktionen zu unterstützen, da auch mit 2 mM AMP-PCP weniger 
Elektronen transferiert werden und ein geringer kobs ermittelt werden konnte. Ähnliches gilt für 
$73Ȗ6dessen größerer Atomradius des Schwefels wahrscheinlich die Bindung des Moleküls 
sterisch behindert. Ähnliche Effekte konnten auch bei anderen ASKHA-Proteinen gezeigt 
werden146,176±178. Bei den gemessenen Werten ist jedoch zu berücksichtigen, dass die höchste 
erhältliche Reinheit von $73Ȗ6bei mindestens 90 % und von AMP-PCP bei mindestens 95 % 
liegt. Die höchstkonzentrierte Verunreinigung ist laut Herstellerangaben ADP. Da auch ADP 
den Elektronentransfer induzieren kann, könnte die gemessene Kinetik in beiden Fällen davon 
beeinflusst worden sein.  
Die Messungen der transferierten Elektronen in Abhängigkeit zur ADP-Konzentration ergaben 
ein e-max von 0,27 ± 0,01 transferierte Elektronen je CoFeSP und ein K von 0,9 ± 0,11 mM-1 
(Abb. 3-14). Jedoch konnten schon bei 2 mM ADP mit 0,267 transferierte Elektronen je 




zunehmende Oxidation von Co(I)FeSP während der Messungen sein. Cobalamin kann im 
Co(I)-Zustand Wasser reduzieren179 oder auch durch Spuren von Sauerstoff im anoxischen 
Handschuhkasten oxidiert werden. Beide Reaktionen würden mit zunehmender Dauer des 
Experiments Co(I)FeSP und Co(II)FeSP oxidieren. Da die Messungen der transferierten 
Elektronen in Abhängigkeit zur ADP-Konzentration mehr Zeit in Anspruch nahm als stopped-
flow-Messungen, ist anzunehmen, dass während der Messung ein Teil von Co(I)FeSP zu 
Co(II)FeSP oxidiert wurde. Das könnte die verhältnismäßig große Standardabweichung von 
± 0,11 mM-1 bei einem K von 0,9 mM-1 erklären. 
 
4.5 Ausbildung eines bidirektionalen Elektronentransfers zwischen RACo und 
CoFeSP 
Es konnte gezeigt werden, dass Co(I)FeSP durch 2 mM DTT im reduzierten Zustand gehalten 
werden kann (Abb. 3-15A). In diesem Zustand ist das Kobalt quadratisch-planar im Corrin-
Ring koordiniert180 und kann demzufolge nicht von einem DTT-Radikal koordiniert werden. Des 
Weiteren ist das Redox-Potential bei dem genutzten pH-Wert von 7,5 nicht negativ genug, um 
RACo zu reduzieren100,126 0LW GLHVHU 0HWKRGH NRQQWH HUVWPDOV HLQ Ä5FNWUDQVIHU³ GHV
Elektrons von Co(I)FeSP auf RACo gezeigt werden. Diese Herangehensweise könnte auch 
für andere ATP-gekoppelte uphill Elektronentransfers interessant sein. Die Mechanismen 
anderer Proteine werden meist bei einer kontinuierlichen Reduktion des jeweiligen 
Reaktionspartners mit positiverem Redox-Potential gemessen. Das mehrheitlich genutzte 
Reduktionsmittel ist dabei Natriumdithionit25,62,69,94,141. Natriumdithionit besitzt je nach 
Reaktionspartner und Bedingungen unterschiedliche Reduktionsraten181,182. Dadurch lässt 
sich der Einfluss des Reduktionsmittels auf andere ATP-gekoppelte uphill Elektronen-
transferreaktionen nicht genau abschätzen. Dennoch bleibt eine kontinuierliche Reduktion des 
jeweiligen Reaktionspartners mit positiverem Redox-Potential, die einem reversiblen 
Elektronentransfer entgegenwirken könnte. Im Elektronentransfer zwischen RACo und 
CoFeSP konnte dieser Einfluss gezeigt werden. 
In der Anwesenheit des Reduktionsmittels DTT, welches RACo kontinuierlich reduziert, erfolgt 
QDFKGHP(OHNWURQHQWUDQVIHUHLQHHUQHXWH5HGXNWLRQ'LHVHLQKLELHUWGHQÄ5FNWUDQVIHU³GHV
Elektrons und verschiebt das Gleichgewicht in Richtung von Co(I)FeSP (Abb. 3-15B und Abb. 
3-17B). Dabei entsprach die Rate der Reduktion von RACo in etwa der Rate des 
Elektronentransfers. Das lässt sich damit erklären, dass DTT ein Zwei-Elektronen-Donor ist. 
Nach der vollständigen Oxidation erfolgt ein Ringschluss, was die Abgabe der Elektronen 
thermodynamisch begünstigt. Nach der Abgabe eines Elektrons entsteht ein thermodynamisch 
ungünstiges Intermediat, sodass die Abgabe des zweiten Elektrons viel schneller verläuft183. 
Das macht die erste Reduktion von RACo ratenlimitierend. Nach einer langsamen Reduktion 




Reduktion des [2Fe2S]-Clusters. Im reduzierenden Milieu des Zytosols von 
Carboxydothermus hydrogenoformans138 N|QQWH GHU Ä5FNWUDQVIHU³ GXUFK HLQH HUQHXWH
Reduktion von RACo verhindert werden. Durch diese Reaktionsfolge wäre ein zusätzlicher 
exergonischer Elektronentransfer an den endergonischen Elektronentransfer gekoppelt. Ein 
ähnlicher Mechanismus liegt der Elektronenbifurkation zu Grunde. Hier erfolgt jedoch die 
Aufspaltung eines Elektronenpaars184. Die Änderung der Gibbs-Energie durch den 
exergonischen Elektronentransfer unterstützt die Bildung von Co(I)FeSP. In einer 
Gleichgewichtsreaktion gilt die Gibbs Energie als Gleichgewichtskriterium. Ist die Gibbs-
Energie der Produkte kleiner als die Gibbs-Energie der Edukte läuft die Reaktion in Richtung 
der Produkte ab. Durch die erneute Reduktion von RACo nach dem Elektronentransfer 
verringert sich die Gibbs-Energie der Produkte gemäß der Nernst-Gleichung proportional zur 
Differenz der Redox-Potentiale. Dies begünstigt thermodynamisch die Bildung von Co(I)FeSP. 
Ein weiterer Schritt, welcher die Gibbs-Energie der Produkte herabsetzt, ist die ATP-
Hydrolyse. Sie stellt höchstwahrscheinlich auch den irreversiblen Schritt in der Reaktionsfolge 
dar. 
Für die mathematische Annährung der ATP-Hydrolyse in Abhängigkeit von der Zeit wurde die 
Exponentialfunktion durch den Term kss erweitert (G13). Dieser beschreibt den steady-state in 
der Gleichgewichtsreaktion. Die turnover number von 0,027 ± 0,001 s-1 ± 0,051 ± 0,002 s-1 lag 
im Bereich zuvor veröffentlichter Untersuchungen100 von 0,041 s-1. In den Reaktions-
bedingungen von Hennig et al. wurden 150 mM KCl verwendet, wohingegen in den 
vorliegenden Untersuchungen 500 mM KCl verwendet wurden. Das deutet darauf hin, dass 
die ATP-Hydrolyse in diesem Konzentrationsbereich weitgehend unabhängig von der KCl-
Konzentration ist. Diese Beobachtung ist ein weiteres Argument, dass sich Kalium-Ionen-
konzentrationen in diesem Bereich überwiegend auf das conformational gating des 
Elektronentransfers auswirken. Es ist jedoch zu beachten, dass nach dem Elektronentransfer 
und der Komplex-Dissoziation auch RACoox gebildet wird, welches ebenfalls ATP 
hydrolysiert100. Da RACoox jedoch ein Produkt der Elektronentransferreaktion ist, sollte die 
Geschwindigkeitskonstante kobs des presteady-state davon weitestgehend unbeeinflusst 
bleiben. Diese war mit 0,123 ± 0,017 s-1 ± 0,163 ± 0,012 s-1 signifikant geringer als der 
Elektronentransfer. 
 
4.6 Komplex- und Phosphatdissoziation  
Aktin bildet nach der ATP-Hydrolyse einen stabilen Komplex mit ADP und dem Orthophosphat 
aus139. Für die Elektronentransferreaktion des Co(II)FeSP:RACored-Komplexes konnte für die 
Dissoziation des Orthophosphates eine limitierende Rate von 0,1 ± 0,0027 s-1 ermittelt werden 
(Abb. 3-19). Das entspricht in etwa den bestimmten Hydrolyseraten von 0,123 ± 0,017 s-1 ± 




demnach unwahrscheinlich. Die Kristallstruktur von RACo enthält jedoch ein gebundenes 
Phosphat in der ASKHA-Domäne des Proteins77. Der Grund hierfür könnte das durch die 
Hydrolyse entstehende ADP sein. Die beiden negativen Ladungen des Orthophosphates und 
GHVȕ-Phosphates des ADP könnten sich, nach dem Bruch der kovalenten Bindung durch die 
Hydrolyse, gegenseitig abstoßen. Ein weiterer Grund könnten auch die Reaktionsbedingungen 
sein. Um die Messungen durchführen zu können, musste mit phosphatfreiem Reaktionspuffer 
gearbeitet werden. Durch die Verwendung von MDCC-PBP im Überschuss zum erwarteten 
Phosphat wird zusätzlich das freiwerdende Phosphat gebunden. Einem möglichen 
Gleichgewicht würde demnach das Orthophosphat entzogen werden.  
Für das ASKHA-Protein DnaK ist bekannt, dass sich der ratenlimitierende Schritt des 
Reaktionszyklus mit der Phosphatkonzentration des Reaktionspuffers ändert. In 
phosphatfreier Umgebung ist die Hydrolyse ratenlimitierend, während unter physiologischer 
Phosphatkonzentration die Dissoziation von ADP ratenlimitierend ist176. Auch erhöhte ADP-
Konzentrationen haben Auswirkungen auf den Reaktionszyklus von DnaK und verändern die 
Affinität zu ATP185. Ähnliche Auswirkungen auf die Geschwindigkeitskonstanten der 
Elektronentransferreaktion zwischen RACo und CoFeSP können nicht ausgeschlossen 
werden.  
In Abbildung 3-19A ist in den ersten Sekunden der Messung eine Abweichung der Fluoreszenz 
von der mathematischen Annäherung zu erkennen. Diese ist wahrscheinlich auf Phosphat-
Verunreinigungen in der ATP-Lösung zurückzuführen. ATP wurde zwar vor den Messungen 
über eine Anionenaustauschchromatographie gereinigt, um freies Phosphat abzutrennen, 
jedoch zeigt ATP auch eine Autohydrolyse186. Das heißt, dass ATP auch ohne Einwirkung von 
Enzymen in wässriger Lösung zu ADP und Orthophosphat zerfällt. In der Zeitspanne zwischen 
der Herstellung der ATP-Lösung und Messung entstehen auf diesem Weg Phosphatmoleküle, 
welche den stärkeren Anstieg der Fluoreszenz in der Anfangsphase der Messung begründen 
könnten.  
Durch den Elektronentransfer von reduziertem RACo auf Co(II)FeSP verringern sich die 
Interaktionen zwischen den Proteinen77. Um dieses Ergebnis zu bestätigen und die kinetischen 
Konstanten zu bestimmen, wurde die Oxidation von Co(I)FeSP durch Zugabe von RACoox 
spektroskopisch verfolgt. Wie bereits erwähnt, kann Co+ im Cobalamin durch Reduktion von 
Wasser179 oder Sauerstoffrückstände im anoxischen Handschuhkasten zu Co2+ oxidiert 
werden. Dadurch können geringe Mengen von Co(I)FeSP noch vor der Messung zu 
Co(II)FeSP oxidiert werden, wodurch die Konzentration von Co(I)FeSP in den Messungen 
variieren kann. Dieser Umstand sollte sich jedoch nur auf die Amplitude der Reaktion 
auswirken und nicht auf die Geschwindigkeitskonstante. Eine Auswertung und tiefergehende 
Interpretation der Amplitude war dadurch nicht möglich. Für den ATP-gekoppelten uphill 




wahrscheinlichsten. Für den Elektronentransfer von Co(I)FeSP auf RACoox scheint dies, in 
dem gemessenen Konzentrationsbereich, nicht zuzutreffen. Die Geschwindigkeitskonstanten 
mit und ohne ADP in Abhängigkeit zur RACoox-Konzentration zeigen einen linearen Anstieg, 
welcher nicht durch den Koordinatenursprung verläuft. Dadurch ließen sich kon und koff der 
Proteine bestimmen. Der kon der Proteine wird durch die Reduktion von Co(II)FeSP zu 
Co(I)FeSP in etwa 100-mal kleiner (4,2 ± 1,9 × 10-2 µM-1 s-1 für Co(II)FeSP;            
3,4 ± 0,1 × 10-4 µM-1 s-1 für Co(I)FeSP). Mit Hilfe des dazu ermittelten koff von         
6,6 ± 0,5 × 10-3 µM-1 s-1 konnte ein KD von 19,4 µM berechnet werden. In früheren Studien 
wurde der KD des Proteinkomplexes Co(II)FeSP:RACoox durch isotherme Titrations-
kalorimetrie mit 6,7 nM100 und durch kinetische FRET-Spektroskopie mit 0,44 µM105 bestimmt. 
Bei dem Vergleich mit bereits publizierten Werten muss jedoch beachtet werden, dass die 
Messungen mit 500 mM KCl bei einer höheren Ionenstärke durchgeführt wurden und sich 
diese auf die Komplexassoziation auswirkt (Abb. 3-12). Aus den gemessenen 
Geschwindigkeitskonstanten kann dennoch geschlussfolgert werden, dass der Komplex 
Co(I)FeSP:RACoox bis zu einer Konzentration von ca. 20 µM überwiegend dissoziiert vorliegt. 
Bei der Zugabe von 10 mM ADP bleibt der kon (6,7 ± 0,29 x 10-4 µM-1 s-1) in etwa unverändert, 
während sich der koff (2,7 ± 0,01 × 10-1 s-1) um das 40-fache erhöht. Das könnte darauf 
hindeuten, dass nach der ATP-Hydrolyse und der Pi-Dissoziation der Proteinkomplex 
Co(I)FeSP:RACoox/red:ADP eine Konformation einnimmt, welche die Dissoziation des 
Komplexes begünstigt. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass die Bindung von 
ATP sich ähnlich auf die Interaktionen des Komplexes auswirkt oder diese sogar stärker 
destabilisiert. Da dadurch nicht eindeutig beantwortet werden kann, nach welchem Schritt der 
Proteinkomplex aus RACo und CoFeSP dissoziiert, sind drei Mechanismen (M1 ± M3) für den 
ATP-gekoppelten uphill Elektronentransfer möglich. In allen Mechanismen muss beachtet 
werden, dass ohne eine kontinuierliche Reduktion von RACo nur etwa 0,5 Elektronen je 
CoFeSP übertragen werden. 
 
4.7 Mögliche Reaktionsmechanismen des ATP-gekoppelten uphill 
Elektronentransfers zwischen RACo und CoFeSP 
(M1) In diesem Mechanismus gleichen sich die Redox-Potentiale durch ATP-Bindung an und 
die ATP-Hydrolyse führt zur Dissoziation des Proteinkomplexes. Die Redox-Potentiale des 
[2Fe2S]-Clusters und des Kobalts nehmen durch die ATP-Bindung einen in etwa gleichen Wert 
an. Das ermöglicht den Elektronentransfer, lässt aber in gleichem Maß auch einen 
Ä5FNWUDQVIHU³GHV(OHNWURQV]XVRGDVVsich ein Gleichgewicht aus Co(II)FeSP:RACored:ATP 
und Co(I)FeSP:RACoox:ATP ausbildet. Auf Grund des gleichen Redox-Potentials liegen beide 




Mechanismen dissoziiert sowohl Co(II)FeSP:RACored:ATP als auch Co(I)FeSP:RACoox:ATP in 
gleichem Maße (RS 4-2). Dadurch werden 0,5 Elektronen pro CoFeSP übertragen. 
 
 
Reaktionsschema 4-2. Möglicher Mechanismus des ATP-induzierten Elektronentransfers, in 
welchem die ATP-Hydrolyse mit gekoppelter Pi-Dissoziation den Proteinkomplex dissoziiert 
(M1). 
 
Die Rate der ATP-Hydrolyse ist ca. 100-mal langsamer als der Elektronentransfer. Dieses 
Zeitfenster ermöglicht eine erneute Reduktion des [2Fe2S]-Clusters, was zu der Ausbildung 
eines Co(I)FeSP:RACored:ATP-.RPSOH[HV IKUW XQG GHQ Ä5FNWUDQVIHU³ GHV (OHNWURQV
verhindert. Dadurch würde ein ATP pro Elektronentransfer benötigt werden. Zwei 
Beobachtungen stützen dieses Modell. Für die ATP-Hydrolyse und die Dissoziation von Pi 
konnten ähnliche Raten gemessen werden, was zu einem Komplex Co(I)FeSP:RACored:ADP 
führen könnte. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sich durch ADP der koff des 
Komplexes Co(I)FeSP:RACoox deutlich erhöht. Der Redox-Zustand von RACo sollte die 
Interaktionen nicht stark beeinflussen, da für RACo mit und ohne Ferredoxin-Domäne ähnliche 
Dissoziationskonstanten ermittelt wurden100. Dementsprechend sollte der koff des Komplexes 
Co(I)FeSP:RACored:ADP ähnlich hoch sein. 
 
(M2) In diesem möglichen Mechanismus nähern sich die Redox-Potentiale durch die ATP-
Bindung zwar an, erreichen aber nicht die gleichen Werte. Das Redox-Potential des Kobalts 
von CoFeSP bleibt etwas niedriger als das Redox-Potential von RACo. Das daraus 
entstehende Gelichgewicht liegt demzufolge auf der Seite des Co(I)FeSP:RACored:ATP. Im 
Gegensatz zum ersten Mechanismus destabilisiert die Bindung von ATP den Proteinkomplex. 
Da die Bildung von Co(I)FeSP den Proteinkomplex jedoch auch destabilisiert, dissoziiert 
Co(I)FeSP:RACoox:ATP in größeren Anteilen als Co(II)FeSP:RACored:ATP. Dieser Umstand 
wirkt auf das Gleichgewicht in Richtung der Co(I)FeSP-Bildung, sodass ein Verhältnis von 
Co(II)FeSP zu Co(I)FeSP von 1:1 entsteht (RS 4-3). Auch in diesem Mechanismus würde eine 
Reduktion von RACoox zu Co(I)FeSP:RACored:ATP oder RACored$73GHQÄ5FNWUDQVIHU³GHV






Reaktionsschema 4-3. Möglicher Mechanismus des ATP-induzierten Elektronentransfers mit 
Verschiebung des Gleichgewichtes durch Co(I)FeSP-Bildung (M2). 
 
Für diesen Mechanismus spricht ebenfalls der erhöhte koff von RACoox und Co(I)FeSP in 
Anwesenheit von ADP. Die Bindung des Nukleotids könnte den Komplex destabilisieren, was 
auch durch die Bindung von ATP erreicht werden würde. Die Aufgabe der ATP-Hydrolyse wäre 
RACo von einem Übergangszustand zurück in die Ausgangskonformation zu bringen, um 
erneut mit Co(II)FeSP interagieren zu können. Gegen diesem Mechanismus spricht, dass die 
Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation von Co(I)FeSP:RACoox:ATP einen ähnlichen 
Wert wie der Elektronentransfer haben müsste, um das Gleichgewicht zu beeinflussen. Das 
heißt, der koff des Co(I)FeSP:RACoox:ATP-Komplexes müsste drei Größenordnungen größer 
sein als der koff, welcher von Co(I)FeSP und RACoox in Anwesenheit von ADP gemessen 
wurde. Da sich ADP und ATP nur in einem Phosphatrest unterscheiden, ist dies 
unwahrscheinlich. 
 
(M3) Im dritten möglichen Mechanismus dissoziiert der Proteinkomplex annähernd vollständig 
durch ATP-Bindung in der gleichen Rate wie der Elektronentransfer. Dadurch, dass 
Elektronentransfer und Dissoziation in den gleichen Raten erfolgen, können nur 0,5 Elektronen 
je CoFeSP übertragen werden. Um diesen Zustand aufrechtzuerhalten, müssten die Proteine 
nach der Bindung an ATP weitgehend dissoziiert bleiben. Die Bildung von Co(I)FeSP 
verringert jedoch die Interaktionen zwischen den beiden Proteinen. Damit sich ähnliche 
Konzentrationen von Co(II)FeSP und Co(I)FeSP im Gleichgewicht bilden können, muss 
demnach die ATP-Bindung den Proteinkomplex wesentlich stärker destabilisieren als die 
Bildung von Co(I)FeSP (RS 4-4). Da in diesem Mechanismus RACo und CoFeSP durch ATP-
Bindung nahezu irreversibel voneinander dissoziieren, darf auch das Gleichgewicht des 
Elektronentransfers nicht auf der Seite des Co(II)FeSP:RACored:ATP liegen. Andererseits 
würden weniger als 0,5 Elektronen je CoFeSP übertragen werden. Das Redox-Potential des 






Reaktionsschema 4-4. Möglicher Mechanismus des ATP-induzierten Elektronentransfers mit 
vergleichbaren Raten des Elektronentransfers und der durch ATP-Bindung initiierten 
Komplexdissoziation (M3). 
 
Dieser Mechanismus erfordert eine starke Veränderung der Redox-Potentiale beider 
Cofaktoren und eine unrealistische vollständige Dissoziation des Komplexes durch die ATP-
Bindung. Des Weiteren wäre der Mechanismus ineffektiv, da nur 50 % des hydrolysierten ATP 
zur Bildung von Co(I)FeSP führen würden.  
Mechanismus 1 ist (Reaktionsschema 4-2) am wahrscheinlichsten. Dieser Mechanismus steht 
im Einklang mit den gemessenen Daten und würde durch die Reduktion von 
Co(I)FeSP:RACoox:ATP zu einem hydrolysierten ATP je übertragenem Elektronen führen. Der 
schnelle Elektronentransfer mit anschließender langsameren ATP-Hydrolyse würde der 
Reduktion von RACo nach dem Elektronentransfer genügend Zeit einräumen. Die Kopplung 
dieses exergonischen Elektronentransfers an den ATP-gekoppelten endergonischen 
Elektronentransfer wäre zudem thermodynamisch von Vorteil. Das reduzierende Milieu des 
Zytosols von Carboxydothermus hydrogenoformans schafft die dazu nötigen 








Abbildung 4-1. Vorgeschlagener Mechanismus des ATP-induzierten Elektronentransfers von 
RACored und Co(II)FeSP. RACo ist in Schwarz und CoFeSP in Blau dargestellt. Das [2Fe2S]-Cluster 
von RACo und das Kobalt des Cobalamins sind in den reduzierten Zuständen gelb hervorgehoben. Im 
Proteinkomplex Co(II)FeSP:RACored:ATP ist die ATP-Bindungstasche von RACo geöffnet. Die ATP-
Bindung schließt die Bindetasche und induziert Konformationsänderungen, wodurch sich die Redox-
Potentiale annähern. Dadurch kommt es zu einem Gleichgewicht mit bidirektionalem 
Elektronentransfer, in welchem Co(II)FeSP:RACored:ATP und Co(I)FeSP:RACoox:ATP in gleichen 
Konzentrationen vorliegen. Eine weitere Reduktion erzeugt den Proteinkomplex 
Co(I)FeSP:RACored:ATP. Dadurch bleiben beide Redox-Zentren reduziert. Die ATP-Hydrolyse und die 
gekoppelte Pi-Dissoziation induzieren die Dissoziation des Proteinkomplexes und stellen außerdem den 
irreversiblen Schritt des Reaktionsmechanismus dar. Die langsame ATP-Hydrolyse und die schnelle 
Reduktion von Co(I)FeSP:RACoox:ATP stellen sicher, dass sich beide Redox-Zentren zum Zeitpunkt 
der Dissoziation in einem reduzierten Zustand befinden. 
 
Der vorgeschlagene Mechanismus stellt eine neue Variante des ATP-gekoppelten uphill 
Elektronentransfers dar. Er nutzt einen zusätzlichen exergonsichen Elektronentransfer, um 
GHQ Ä5FNWUDQVIHU³ GHV (OHNWURQV ]X vermeiden. Dabei induziert die ATP-Bindung den 
Elektronentransfer ähnlich der Nitrogenase und dem Aktivator der (R)-2-Hydroxyacyl-CoA-
Dehydratasen. Bei der Nitrogenase verhindert jedoch eine Abfolge von Konformations-
änderungen den Ä5FNWUDQVIHU³GHV(OHNWURns148. Der Mechanismus des Elektronentransfers 
des Aktivators der (R)-2-Hydroxyacyl-CoA-Dehydratasen ist hingegen nicht im Detail geklärt. 
Dass der uphill Elektronentransfer, ähnlich der ATP-abhängigen Benzoyl-CoA-Reduktasen 
oder MAP, durch die Phosphorylierung von RACo ermöglicht wird, kann auch ausgeschlossen 
werden, da der Elektronentransfer unabhängig von der ATP-Hydrolyse erfolgt. Die 




und von Aktin. In beiden Fällen führt erst die Dissoziation des Phosphatrestes zu einer 
Änderung der Protein-Protein-Interaktionen und zu einer Dissoziation des jeweiligen 
Proteinkomplexes25,139. Eine Geschwindigkeitskonstante für die Komplexdissoziation konnte 
in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht bestimmt werden, um diese Annahme zu bestätigen. 
RACo weicht in seinen Eigenschaften sogar von anderen RACE-Proteinen ab. Diese wurden 
durch hohe ATP-Konzentrationen inhibiert und der Elektronentransfer konnte nicht durch ADP 
induziert werden75,94. 
Die Grundlage für die Charakterisierung des Elektronentransfers von RACo und CoFeSP war 
das Umgehen der kontinuierlichen Reduktion von RACo durch DTT während der Messungen. 
Die Reduktion eines Reaktionspartners durch ein starkes Reduktionmittel und die 
Aufrechterhaltung des reduzierten Zustandes durch ein schwächeres Reduktionsmittel 
könnten auch eine tiefergehende Analyse anderer Elektronentransportprozesse ermöglichen, 
aber auch neue Anwendungsgebiete erschließen. Corrinoid-Proteine können z. B. 
Schutzgruppen bei chemischen Synthesen entfernen87 oder toxische Halogenaromaten 
dehalogenieren187. Die Kombination aus ATP, RACE-Protein und die Entfernung des starken 

























Durch die vorliegende Arbeit konnte der Mechanismus des ATP-gekoppelten uphill 
Elektronentransfers zwischen RACo und CoFeSP besser verstanden werden. Auf der 
Grundlage dieser Ergebnisse können weiterführende Experimente zu einem noch 
umfassenderen Bild des Mechanismus beitragen. 
Es konnte gezeigt werden, dass K+ als auch NH4+ einen starken Einfluss auf den 
Elektronentransfer haben. Da der Mechanismus vorwiegen bei 500 mM KCl untersucht wurde, 
könnten die Messungen zur ATP-Hydrolyse und Phosphatdissoziation bei 150 mM NH4Cl 
weitere Aufschlüsse über die Rolle der Ionen während des Elektronentransfers geben. Des 
Weiteren legen die Untersuchungen nahe, dass K+ und NH4+ das conformational gating des 
Elektrons unterstützen, indem beide Ionen den mittleren Abstand der Redox-Zentren 
verringern. Das könnte über Förster-Resonanzenergietransfer näher untersucht werden. Dazu 
müssten ein Donor-Farbstoff und ein Akzeptor-Farbstoff in die Nähe der beiden Redox-
Zentren angebracht werden. Anschließend könnte eine Änderung des Abstandes bei ATP- 
oder ADP-Zugabe bei verschiedenen Konzentrationen von K+ oder NH4+ gemessen werden.  
Um den vorgeschlagenen Mechanismus (M1) zu bestätigen, müssten die Auswirkungen der 
ATP-Bindung und -Hydrolyse auf die Komplexdissoziation eingehender untersucht werden. 
Nach Yang et al. befindet sich in ASKHA-Proteinen am Anfang dHU GULWWHQ Į-Helix eine 
konservierte Asparagin- oder Glutaminsäure, welche als Base für die Hydrolyse wirkt37. Der 
Austausch dieser Aminosäure könnte eine RACo-Variante schaffen, welche ATP weithin 
binden, jedoch nicht mehr hydrolysieren kann. Zur Bestätigung des Mechanismus sollte mit 
dieser RACo-Variante ein Elektronentransfer aber keine vollständige Komplexdissoziation 
messbar sein. Um die Dissoziation des Komplexes zu untersuchen, könnte z. B. eine 
analytische Größenausschlusschromatographie durchgeführt werden. Da die Komplexbildung 
über die Änderung der Tryptophan-Fluoreszenz verfolgt werden konnte, könnte auch versucht 
werden, die Dissoziation des Komplexes über diesen Ansatz zu messen. Mit dieser RACo-
Variante könnte es auch möglich sein, den Proteinkomplex aus RACo und CoFeSP mit 
gebundenem ATP zu kristallisieren. Diese Proteinstruktur würde weitere Einblicke in ATP-
induzierte Konformationsänderungen geben. 
Ein weiterer Ansatz, um den vorgeschlagenen Mechanismus zu bestätigen wäre die 
Bestimmung der Redox-Potentiale des [2Fe2S]-Clusters von RACo und des Co+/2+ des 
Cobalamins in Anwesenheit von ATP. Damit Co(II)FeSP:RACored:ATP und 
Co(I)FeSP:RACoox:ATP im Verhältnis 1:1 vorliegen, müssten die Redox-Potentiale beider 
Redox-Zentren in etwa gleich sein. Um das Redox-Potential von CoFeSP in diesem 
Intermediat zu bestimmen, könnte eine RACo-Variante ohne Ferredoxin-Domäne verwendet 
werden. Dadurch sollten die Interaktionen beider Proteine nicht stark beeinflusst werden100, 




In der Kristallstruktur von RACo befindet sich ein gebundenes Phosphat in der ATP-
Bindungstasche77. Die Messungen dieser Arbeit zeigten jedoch vergleichbare Raten für die 
ATP-Hydrolyse und die Phosphat-Dissoziation. Für das ASKHA-Protein DnaK konnte gezeigt 
werden, dass der ratenlimitierende Schritt des Proteins bei verschiedenen Phosphat-
konzentration variiert und sich die Affinität zu ADP erhöht176. Um einen ähnlichen Effekt der 
Phosphatkonzentration auf den Elektronentransfer von RACo und CoFeSP zu untersuchen, 
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Abbildung 7-1. Gensequenzanalyse mittels E. coli-Codon-Usage-$QDO\]HUam Beispiel des 
für RACo codierendes Gens orf7. Gezeigt sind die Aminosäuren (Amino Acid), die Codons und die 
Codonverwendung in % (Codon Freq.). Codons mit einer kritischen Codonverwendung von unter 10 % 






Abbildung 7-2. Gensequenzanalyse mittels E. coli-Codon-Usage-$QDO\]HU  bei der 
Expression in Rosetta (DE3) am Beispiel des für RACo codierendes Gens orf7. Gezeigt sind die 
Aminosäuren (Amino Acid), die Codons und die Codonverwendung in %. Codons mit einer kritischen 
Codonverwendung von unter 10 % sind in roten Balken und mit nicht kritischer Codonverwendung von 
über 10 % sind in grünen Balken dargestellt. Die durch Rosetta (DE3) exprimierten tRNAs mit einer 
kritischen Codonverwendung wurden durch Codons mit nicht-kritischer Codonverwendung von über 




Tabelle 7-1. Codons der Gene orf7, acsC und acsD mit einer kritischen Codonverwendung von 
unter 10 % in E.coli. 
Gen Codons mit einer kritischen 
Codonverwendung von unter 10 % 
in E.coli 
Codons mit einer kritischen 
Codonverwendung im E. coli-Stamm 
Rosetta (DE3) 
orf7 (codierend für 
RACo) 
21 % 13 % 
acsC (codierend 
für CfsA) 
17 % 10 % 
acsD (codierend 
für CfsB) 
19 % 13 % 
 
 
Abbildung 7-3. Änderung der Absorption über die Zeit durch den ATP-gekoppelten 
Elektronentransfer von RACored:Co(II)FeSP. Die Abbildung zeigt am Beispiel von 1 mM ATP und 
3 mM von jeweils NH4+, Mg2+ und K+ die mathematische Anpassung (schwarz) durch Gleichung 1 an 






Abbildung 7-4. Änderung der relativen Fluoreszenz über die Zeit bei der Komplexbildung von 
RACoox:Co(II)FeSP. Die Abbildung zeigt am Beispiel von 0,5 µM CoFeSP und 9 µM RACo bei 
150 mM NaCl die Fluoreszenzänderung bei einer Anregungswellenlänge von 280 nm und einem 
Emissionsfilter mit dem cut-off 320 nm (grau) und die mathematische Anpassung (schwarz) durch 
Gleichung 1. 
 
Abbildung 7-5. Chromatogramm der Trennung von ATP und ADP mittels HPLC.  
 








AE Activating Enzyme 
AMP-PCP Adenosin-5'->ȕȖ-methyleno]triphosphat 
APS  Ammoniumperoxodisulphate 
ASKHA  Acetate and Sugar Kinases / Heat Shock 
protein 70/Actin 
ATP  Adenosintriphosphat 
$73Ȗ6 $GHQRVLQƍ-O-(3-thio)triphosphat 
BCR Benzoyl-CoA-Reduktase 
CAPS  N-Cyclohexyl-3-aminopropansulfonsäure 
Cfs  CoFeSP subunit 
CoA Coenzym A 
CoFeSP  Corrinoid Iron-Sulfur Protein 
CP  Corrinoid Protein 
DCCP  Double-Cubane Cluster Protein 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DT  Natriumdithionit 
DTT  Dithiothreitol 
G  Gleichung 
His6-tag Hexahistidin-tag 
HPLC  High Performance Liquid Chromatography 
Hsp70  Heat Shock Protein 70 
IMAC  Immobilised Metal Affinity Chromatography 
IPTG  Isopropyl-ȕ-D-thiogalactopyranosid 
LB  Lysogeny Broth 
MAP  Methyltransferase Activation Protein 
MDCC  N-[2-(l-maleimidyl)ethyl]-7-
(diethylamino)coumarin-3-carboxamid 
MOPS  3-(N-Morpholino)propansulfonsäure 
MT  Methyltransferase 
OD600  Dichte bei 600 nm 
Orf  Open Reading Frame 
PAGE  Polyacrylamide Gel Electrophoresis 




PDB  Protein Data Bank 
Pi  Orthophosphat 
RACE  Reductive Activase of Corrinoid Enzymes 
RACo  Reductive Activator of CoFeSP 
rpm  Rotation per Minute 
RS  Reaktionsschema 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
TECP  Tris(2-carboxyethyl)phosphin 
TEMED  N,N,N',N'-Tetra-methylethylenediamin 
TEV  Tobacco-Etch-Virus 
Tris  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
v/v  Volumenprozent 
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